CONTAGEM DE BACTERIAS DO TRATO GASTROINTESTINAL DE MORCEGOS DA
ESPECIE Molossus rufus E SEU PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS!

BELTRAMI, José Matheus?
SERENINI, Grazielli de Fatima®
GERONIMO, Edson*

CAETANO, Isabel Cristina da Silva’
SANTOS, Isabela Carvalho dos®
OTUTUMI, Luciana Kazue’

RESUMO

Morcegos da espécie Molossus rufus sao pertencentes a familia Molossidae que em busca de alimento podem ser
encontrados compartilhando o mesmo ambiente que o homem, trazendo consigo diversos patdgenos. Foram capturados
cinco espécimes de Molossus rufus do forro de uma residéncia da microrregido de Cianorte-PR, para isolamento e
contagem de Lactobacillus spp. e enterobactérias do estdbmago e intestino delgado. A partir das enterobactérias isoladas
foi avaliado o perfil de resisténcia aos antimicrobianos. A contagem de Lactobacillus spp. do estdmago resultou em
uma variagdo de 7.9x10% a 5.3x10* UFC/mL enquanto para o intestino delgado variou entre 1.05x103a 1.2x10” UFC/g.
Em relagdo a contagem de enterobactérias verificou-se variagdo de 7x10? a 2x10* UFC/mL para as amostras do
estomago € 3.9x10° e 2.7x10° UFC/g para intestino delgado. Quanto a resisténcia aos antimicrobianos foram
considerados como multirresistente, os isolados que ndo foram suscetiveis ao menos um agente em no minimo trés
classes de antimicrobianos, o que representou apenas quatro isolados (4/19=21%). Esses resultados sdo importantes
tendo em vista a possivel transmissdo de patdgenos entre humanos e quirdpteros levando em consideracdo o local de
coleta dos animais além da presenca de microrganismos resistentes em sua microbiota gastrointestinal.

PALAVRAS-CHAVE: Enterobactéria. Molossideo. Morcego insetivoro. Quirdpteros. Resistencia a antimicrobianos.

GASTROINTESTINAL TRACT BACTERIA OF Molossus rufus SPECIES COUNT AND ITS PROFILE OF
RESISTANCE TO ANTIMICROBIALS

ABSTRACT

Molossus rufus bats belong to the Molossidae family, which in search of food can be found sharing the same
environment as humans, bringing with them several pathogens. Five specimens of Molossus rufus were captured from
the liner of a residence from Cianorte-PR microregion for isolation and counting of Lactobacillus spp. and stomach and
small intestine enterobacteria. From the isolated enterobacteria the antimicrobial resistance profile was evaluated. The
count of stomach Lactobacillus spp. resulted in a variation of 7,9x10° to 5,3x10* CFU/mL whereas for the small
intestine it varied from 1,05x10° to 1,2x107 CFU/g. Regarding the enterobacterial count, there was variation of 7x10? to
2x10* CFU/mL for the stomach samples and 3,9x10° and 2,7x10° CFU/g for the large intestine. Regarding
antimicrobial resistance, isolates that were not susceptible to at least one agent in at least three antimicrobial classes
were considered multiresistant, which represented only four isolates (4/19 = 21%). These results are important in view
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of the possible transmission of pathogens between humans and chiropters taking into account the collection site of the
animals and the presence of resistant microorganisms in their gastrointestinal microbiota.
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1. INTRODUCAO

Os morcegos constituem a segunda maior ordem da classe Mammalia, apresentando 18
familias com duas subordens (Microchiroptera e Megachiroptera), aproximadamente 202 géneros e
1.120 espécies (SIMMONS, 2005). Estes animais desenvolveram hdbitos e caracteristicas que
proporcionaram diferenciar-se de outros mamiferos sendo os tnicos a apresentarem caracteristica
de voo livre (ALTRINGHAM, 2011).

Em muitos aspectos a capacidade de voo dos morcegos faz com que estes tenham um papel
fundamental dentro da natureza, que no caso de morcegos frugivoros, ao se alimentarem realizam a
dispersdo de sementes afetando diretamente a biodiversidade de dreas fragmentadas (ABEDI-
LARTEY et al, 2016).

No caso dos morcegos insetivoros sua populacdao pode influenciar diretamente a quantidade
de insetos fazendo o controle dos mesmos em areas urbanas assim como descrito por Rodriguez-
Aguilar et al (2017) que identificaram a presenga de morcegos da espécie Molossus rufus (M. rufus)
alimentando-se de insetos atraidos pela iluminagdo publica, ndo obstante também auxiliando no
controle populacional de insetos em dreas agriculturdveis responsdveis por perdas econdmicas
(PUIG-MONTSERRAT et al, 2015).

A espécie M. rufus (E. Geoffroy, 1805) faz parte do género Molossus, representado por
morcegos com cauda, apresenta pelagem parda-escura, habito alimentar exclusivamente insetivoro,
e formagdo de colonia com diferentes espécies a qual divide abrigos sendo a mais comum as da
espécie Molossus molossus que apresenta comportamento similar a mesma porém sai de seu abrigo
15 minutos mais tarde (REIS; PERACCHI; LIMA, 2002).

Apesar de sua importdncia no meio ambiente, os morcegos também podem servir como
reservatorio de patdégenos que sao responsdveis por grandes surtos de doencas de carater
cosmopolita (FISCHER et al, 2016). Além disso, com o crescimento populacional, dreas urbanas e
rurais passaram por dristicas modificacdes onde a perda de recursos naturais fez com que animais
com maior capacidade de adaptacdo buscassem recursos alimentares e abrigos em meio urbano e
peri-urbano (MACKENSTEDT; JENKINS; ROMIG, 2015), que por sua proximidade com

residéncias da drea rural, permitiu que a espécie M. rufus se tornasse foco deste trabalho.
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Segundo Laxminarayan ef al (2013) a multirresisténcia bacteriana pode ser propagada mais
facilmente pela &4gua e alimentos contaminados, principalmente em paises com baixo
desenvolvimento social ou econdmico. Portanto, a partir desta contaminagao, animais a procura de
alimento podem tornar-se reservatérios de possiveis patdgenos, resultando na disseminacdo da
resisténcia destas bactérias normalmente encontradas nas areas urbanas (CARROLL, 2015).

Dentre 0s micro-organismos que os morcegos podem entrar em contato ou estar carreando em
sua microbiota gatrointestinal, estdo as bactérias pertencentes a ordem Enterobacteriales, a qual é
constituida por bactérias, algumas com potencial patogé€nico, responsdveis por infeccoes
relacionadas ao trato urindrio, pulmonar e gastrointestinal e principalmente infec¢des ligadas a
feridas em ambientes hospitalares (MARTINEZ e TADDEI, 2015). Além disso, os micro-
organismos da ordem Enterobacteriales classificados como patogé€nicos, ndo afetam apenas a saide
humana (GROMAN, 2014), podendo também estar associados com infec¢des em animais
incluindo-se os morcegos. Miihldorfer (2013) em seu estudo de revisdo relatou maior prevaléncia de
enterobactérias do género Salmonella, Shigella, Yersinia e Campylobacter spp. quando isoladas de
morcegos.

No trabalho realizado por Sens Junior et al (2018), os autores observaram elevada resisténcia
a antimicrobianos da classe das penicilinas (35.6 -72.4%) de isolados de enterobactérias oriundas de
espécies de morcegos da familia Phyllostomidae, demonstrando a importancia do estudo da
resisténcia microbiana em morcegos, visto que, existe o risco destes animais disseminarem micro-
organismos resistentes por compartilharem o mesmo ambiente com seres humanos.

Cabe salientar ainda a importancia das mesmas no organismo animal como ja descrito em
morcegos (PRINGSULAKA et al, 2015). Como exemplo, um dos géneros de bactérias presentes
em seu organismo e que também foi foco deste estudo, sdo os Lactobacillus spp., responsdveis pela
melhoria dos mecanismos de defesa do organismo e comumente ligados a melhora da absor¢ao de
nutrientes (DALE, 1992).

Sendo assim, levando-se em consideracdo a proximidade dos morcegos com dreas urbanas, a
baixa quantidade de trabalhos avaliando a microbiota do estdbmago e intestino desses animais € a
possibilidade dos mesmos de albergar uma variedade de bactérias com perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a contagem de Lactobacillus spp. e
enterobactérias no estdmago e intestino delgado de morcegos da espécie M. rufus e o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de uso humano e veterindrio frente as espécies de enterobactérias

1soladas.
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2. MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo estd localizada na regiao noroeste do Parand a 533 km de Curitiba, sendo
uma drea remanescente da Reserva Bioldgica das Perobas, especificamente da microrregidao de
Cianorte, de latitude -23°51'38.99"S e longitude -52°60'91.70"W, caracterizada também como
regido fronteirica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo
Animal (CEPEEA) da Universidade Paranaense, protocolo 34348/2017, autorizado pelo Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (BRASIL, 2012) (ICMBio no. 60061-1) e
cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o nimero A30FF13.

A regido da pesquisa € classificada como uma zona de clima subtropical, com temperaturas
médias acima de 18°C nos meses frios (abril-agosto) e 22°C nos meses mais quentes (setembro-
mar¢o), geadas pouco frequentes e tendéncia de concentracdo das chuvas nos meses de verdo,
contudo, sem estacdo seca definida (IAPAR, 2015). Dentro da drea de coleta dos animais, a
temperatura e a umidade relativa do ar foram registradas, onde a temperatura minima foi de 23.5°C
e maxima 25.5°C, com umidade relativa do ar minima de 58.1% e maxima de 70.3%.

Para captura foram utilizadas redes de neblina e foi feita a identificacdo por meio de chaves
de identificac@o propria para estes animais de acordo com a literatura (VIEIRA, 1942; VIZOTTO;
TADDEI, 1973), sendo entdo mensurados o antebrago, corpo, cranio, cauda e peso com auxilio de
paquimetro digital que foram usados apenas para identificacdo dos morcegos.

O numero de animais a ser coletado foi determinado de acordo com os principios de Russell,
Burch e Hume (1959), priorizando obter dados suficientes para comparagdo a partir de um menor
nimero de espécimes, sendo assim foram capturados cinco morcegos, sendo trés machos e duas
fémeas, da espécie Molossus rufus. Os animais foram encaminhados vivos ao Laboratério de
Medicina Veterindria Preventiva e Saide Publica do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia
Animal com Enfase em Produtos Biotativos da Universidade Paranaense para colheita e
processamento das amostras.

A eutandsia dos cinco morcegos foi realizada em camara saturada com isoflurano, sendo
submetido ao processamento, um animal por vez. Apds eutandsia, foi feita laparotomia exploratdria
e durante a manipulacdo foi utilizado equipamento estéril no intuito de se evitar contamina¢do
durante a colheita de material a ser analisada. A colheita do material estomacal foi feita com auxilio
de um swab introduzido pelo esfincter esofdgico inferior ficando em contato com o conteido

estomacal e do intestino delgado (duodeno, jejuno e fleo) por meio da pesagem de 0.1g de tecido, os
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quais foram mantidos em tubos de tampa rosca contendo dgua peptonada tamponada (APT) estéril
até processamento.

Para as amostras do estdmago os tubos continham 1 mL de APT. Para as amostras do
intestino delgado foram adicionados pérola de vidro para auxiliar na homogeneizac¢do das mesmas e
0.9 mL de APT. A partir da dilui¢io 10"! foram realizadas as demais dilui¢des decimais seriadas,
sempre com a transferéncia asséptica de 0.1 mL da amostra para tubos contendo 0.9 mL de APT
(102 a 10%).

A contagem de enterobactérias do estdmago e intestino delgado foi realizada pela semeadura
de 100 pL de cada uma das diluicdes em Agar MacConkey, seguida da incubagdo a 36° C por 24
horas (BRASIL, 2003). Para a contagem de Lactobacillus spp. do estbmago e intestino delgado foi
utilizado o meio De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) que neste caso, o método utilizado foi o pour-
plate com a inoculacdo de 100 uL de cada uma das dilui¢des. Apds a amostra ser diluida em 4gar,
uma segunda camada do dgar foi vertida sobre a primeira ji solidificada, visando garantir a
anaerobiose das amostras, que em seguida foram incubadas a 37°C por 72 horas. Os resultados
foram multiplicados pela reciproca da dilui¢do e expressos como nimero de unidades formadoras
de coldnias ou UFC/mL (estdbmago) e UFC/g (intestino delgado).

Posteriormente, as colonias predominantes isoladas em dgar MacConkey foram submetidas a
observacdo macroscopica (caracteristicas de colOonia) e caracteristicas microscopicas (morfo-
tintoriais) seguido da identificacdo bioquimica das bactérias pertencentes a ordem
Enterobacteriales, por meio do kit comercial da Newprov®, seguindo as recomendagdes do
fabricante. A identifica¢do das espécies bacterianas foi realizada segundo Quinn et al (1994).

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos das enterobactérias isoladas do intestino
delgado e estdbmago foram realizados de acordo com Clinical and Laboratory Standarts Istitute —
CLSI (CLSI, 2018) método utilizado foi o de disco difusdo em &gar, empregando discos de
antimicrobianos selecionados de acordo com sua importancia na clinica humana e veterindria.
Foram testados os seguintes antimicrobianos: enrofloxacina (ENO, 5ug), acido nalidixico (NAL,
30ug),ciprofloxacina (CIP, Sug), tobramicina (TOB, 10ug), amicacina (AMI, 30ug), gentamicina
(GEN, 10pg), imipenem (IPM, 10ug), ceftazidina (CAZ, 30ug), cefotriaxona (CRO, 30ug),
cefotaxima (CTX, 30ug),ceftiofur (CTF, 30ug), cefoxitina (CFO, 30ug), ampicilina (AMP, 10ug),
amoxicilina (AMO-10pg), amoxicilina + clavulanato (AMC, 30pg), penicilina (PEN, 10ug),
aztreonan (ATM, 30pg),tetraciclina (TET, 30pg),cloranfenicol (CLO, 30ug).

Apés semeadura, as placas foram invertidas e incubadas a 37°C até 15 minutos apds a

aplicacdo dos discos. Apds 24 horas de incubacdo, o tamanho dos halos fora medido, interpretados e
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classificados (sensivel, intermedidrio e resistente) de acordo com o CLSI (2018) e representados por
meio de grificos projetados a partir do programa Origin (Pro) 9.5 (2018).

Os isolados bacterianos foram classificados em relacao ao perfil de multiresisténcia as drogas
(MDR —multidrug resistance) de acordo com o descrito por Sweeney et al (2018), definindo como
MDR, isolados que ndo s@o suscetiveis a no minimo um agente em no minimo trés classes de
antimicrobianos, sendo os resultados apresentados independente da espécie, mas especificamente
para cada uma das origens, estdbmago ou intestino delgado.

Os resultados da contagem de bactérias foram expressos como minimo e maximo para o
estdmago e intestino delgado. Foi elaborado um gréfico de barras relacionando o percentual de
enterobactérias isoladas independente do segmento e posteriormente separado em estdmago e
intestino delgado. Os resultados do perfil de resisténcia para os antimicrobianos que apresentaram
maior variacdo em relagdo aos resultados (sensivel, intermedidrio ou resistente), independentemente
da enterobactéria isolada foram expressos na forma de gréificos de barras para cada um dos
segmentos estudados (estdbmago e intestino delgado).

De forma complementar foi também realizada andlise exploratéria multivariada,
determinando a andlise de componentes principais (ACP), que permitiu a avaliagdo em conjunto dos
resultados da média dos tamanhos dos halos de inibicdo para os antimicrobianos da classe das
penicilinas testadas em relagdo aos trés micro-organismos com maior prevaléncia dentre ambos os
segmentos. O resultado da andlise foi apresentado em forma gréfica (Biplot), auxiliando na
caracterizac@o dos grupos das varidveis analisadas MOITA-NETO; MOITA, 1998). Primeiramente
foi calculada a média dos tamanhos dos halos de cada antibitico da classe das penicilinas e
posteriormente calculada a média da classe. Esses dados foram transformados em varidveis latentes
ortogonais denominadas componentes principais, que sdo combinacgdes lineares das varidveis
originais criadas com os autovalores da matriz de covariancia dos dados (HAIR et al, 2005).

O critério de Kaiser foi utilizado para eleger os componentes principais. Um autovalor
preserva informagao relevante quando € superior a unidade. Ambas as andlises foram realizadas no

programa Statistica 7 (STATSOFT INC., 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdao a contagem de Lactobacillus spp. do estdbmago foi possivel observar que o
menor valor encontrado foi de 7.9x10° UFC/mL enquanto o maior foi de 5.3x10* UFC/mL (média

de 1.8x10* UFC/mL). Quando analisadas as amostras do intestino delgado, maior contagem de
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Lactobacillus spp. foram encontrados (média de 3.4x10° UFC/mL) e variaram entre 1.05x10° a
1.2x107 UFC/g.

Estudos avaliando a contagem de Lactobacillus spp. em morcegos ainda sdo escassos, porém,
as mesmas podem apresentar capacidade antimicrobiana frente diferentes patdégenos como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Shigella spp., e Klebsiella spp.
(PRINGSULAKA et al, 2015), que por sua vez auxilia na manuten¢do da vida dos animais.

Em aves, Otutumi et al (2010) avaliaram a contagem de Lactobacillus spp. do intestino
delgado de codornas de corte e verificaram maior contagem que os encontrados no presente
trabalho, variando entre 15.93x10* e 333.19x10* UFC/g para animais de sete e 14 dias de idade.

Em relacdo a contagem de enterobactérias, verificou-se que para o estdbmago os valores
variaram entre 7x10? a 2x10* UFC/mL (média de 7.7x10* UFC/mL). Em contrapartida a contagem
de enterobactérias do intestino delgado variou entre 3.9x10° e 2.7x10° UFC/g (média de 1.6x10°
UFC/mL). Em um estudo semelhante realizado por Daniel et al (2013) avaliando o estdmago e
intestino de morcegos frugivoros da espécie Cynopterus brachyotis brachyotis verificou-se valores
variando entre 3.06x10'° e 6.10x10'> UFC/mL para o contetido estomacal e 1.92x10'° e 6.10x10"
UFC/mL para o conteido intestinal, o que pode estar relacionado as diferentes espécies de
morcegos utillizados assim como a metodologia aplicada.

Ja em relacdo ao estudo realizado por Malin€iovd et al (2017), avaliando amostras obtidas da
suspensao de guano de morcegos insetivoros da espécie Rhinolophus euryale durante seu periodo
de hibernagdo, os autores encontraram uma contagem superior de enterobactérias variando entre
1.03x10° a 5.45x10° UFC/g. Essa diferenca pode estar relacionada as diferencas no tipo de material
colhido.

Foram isoladas sete diferentes espécies de enterobactérias, independente do segmento, sendo
as mais frequentes Escherichia coli (36.8%), Cronobacter sakasakii (26.3%) e Serratia liquefaciens
(15.8%) (Grafico 1). Em trabalho realizado por Leigue dos Santos er al (2014) em isolados de
enterobactérias do globo ocular de morcegos da espécie Desmodus rotundus, Diameus youngi e
Artibeus lituratus foram isolados diferentes enterobactérias incluindo espécies como Shigella sp.,
Morganella morganii, Hafnia alvei, Flavobacterium odoratum, demonstrando que as espécies

isoladas variam de acordo como o segmento de origem.
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Grafico 1 — Bactérias isoladas de ambos os segmentos (estdmago e intestino delgado) de morcegos

insetivoros da espécie Molossus rufus oriundos da microrregido de Cianorte, Noroeste do Parand,
2018.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Em relagdo ao segmento, verificou-se que a Escherichia coli representou 37.5% dos isolados
do intestino delgado, enquanto C. sakazakii (27.3%) e S. liquefaciens (18.2%) apresentaram maior
percentual no estdmago (Gréfico 2).

A E. coli € uma bactéria anaerdbica facultativa, quando apresenta perfil patogénico, €
responsavel por uma grande variedade de infec¢Ges nosocominais dentre elas podemos citar as E.
coli que esté entre as principais causas de infec¢des do trato urindrio em humanos e a segunda mais
comum causa de meningite neonatal, ndo obstante este fator de patogenicidade faz com que esta
enterobactéria seja muito importante para medicina humana e animal de forma que o aumento da

resisténcia da mesma causa intimeros casos de hospitalizacdo e mortes (POOLMAN, J. T;
WACKER).
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Grafico 2 — Percentual de enterobactérias isoladas de amostras de estdmago e intestino delgado de

morcegos insetivoros da espécie Molossus rufus oriundos da microrregido de Cianorte, noroeste do
Parana, 2018.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

A bactéria Cronobacter sakazakii € uma bactéria oportunista de origem alimentar comumente
relacionada a contaminacdo de formula infantil ou leite em p6 e responsdvel pela enterocolite
necrozante em recém nascidos (WENG et al, 2014), que por sua vez fez com que essa bactéria
ganhasse importancia na medicina humana e agentes reguladores responsaveis pelo controle da
contamina¢do da mesma em industrias alimenticias, no entanto, pouco se sabe sobre seu habitat
natural e fatores de viruléncia que contribuem para suas propriedades de aderéncia e patogenicidade
(YAN e GURTLER, 2014)

Tratando-se da enterobactéria Serratia liquefaciens, comummente a mesma pode ser
relacionada a um grande nimero de infec¢des urindrias e respiratorias tornando-o um importante
patégeno nosocominal (MARTINEZ e TADDEI, 2015). Além disso apesar da bactéria apresentar
caracteristicas patoldgicas, como apresentado por Anand e Sripathi (2004) as propriedades
celulolitica e xilanolitica da S. liquefaciens auxilia no processo de digestdo de morcegos frugivoros
ao fazer a digestdo de moléculas de celulose e xilana.

Em relagdo ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos, verificou-se que 100% dos isolados,

independente do segmento foram resistentes a PEN e sensiveis para os antimicrobianos TOB, GEN,

IPM, CAZ, CRO, ATM e 5.26% (1/19) foi resistente a AMI, CTX e CTF (Tab 1.). Ja no caso dos
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antimicrobianos CFO, TET e CLO verificou-se perfil de resisténcia, respectivamente, de 31.58%

(6/19), 21.05% (4/19) e 15.79% (3/19) (Tab 1.).
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Tabela 1 — Bactérias isoladas de amostras de swab do conteudo estomacal e tecido intestinal de morcegos insetivoros da espécie Molossus
rufus e resultantes do padrdo de resisténcia microbiana frente 19 antimicrobianos pelo método de disco-difusdo.
Numero de cepas resistentes aos antimicrobianos

(;]epa Isolada o i N e = Z N O ¥ = ) B =) o Z = = Q
(n° de isolados) E <Z.1 3 E E 5 s 5 S S 8 é E % E E : E d
K. aerogenes (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0
P. alcalifaciens (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0
S. liquefaciens (3) 1 2 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 3 3 3 3 0 1 1
C. sakazakii (5) 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 3 0 2 4 2 5 0 0 0
E. coli (7) 2 2 2 0 0 0 0 0 1 0 1 0 5 6 2 7 0 3 2
P. agglomerans (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
K. ozaenae (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
TOTAL (%) 15,79 26,32 15779 0 526 O 0 0 526 526 31,58 0 63,16 84,21 36,84 100 0 21,05 15,79

ENO = enrofloxacina, NAL = Acido nalidixico, CIP = ciprofloxacina, TOB = tobramicina, AMI = amicacina, GEN = gentamicina, CAZ = ceftazidina, CRO = cefatriaxona, CTX =
cefotaxima, CTF = ceftiofur, CFO = cefoxitina, IMP = imipenem, AMP = ampicilina, AMO = amoxicilina, AMC = amoxicilina + clavulanato, PEN = penicilina, ATM = aztreonam,
TET = tetraciclina, CLO = cloranfenicol.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Quando analisada a resisténcia antimicrobiana independente do micro-organismo isolado para
os antimicrobianos ENO, AMO, CIP, AMC, AMP e NAL pode-se verificar que o perfil de
resisténcia observado quanto aos isolados do estdmago, foram mais resistentes frente a AMO
(90.9%) e mais sensiveis frente a CIP (90.9%). Ja em relagao aos isolados do intestino delgado estes
apresentaram maior resisténcia frente a AMO (75%) e maior sensibilidade a CIP (75%) e AMC

(75%) (Grafico3).

Grafico 3 — Perfil de resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos enrofloxacina,
ciprofloxacina, ampicilina, amoxicilina, amoxicilina + clavulanato e 4&cido nalidixico de
enterobactérias isoladas do estdmago e intestino delgado de morcegos da espécie Molossus rufus
oriundos da microrregido de Cianorte, noroeste do Parand, 2018

Il Estomago
100 [ Intestino Delgado

904

1004

81,8

Porcentagem (%)
Porcentagem (%)
Porcentagem (%)

9,1

Sensivel Intermedidrio Resistente Sensivel Resistente Sensivel Intermedidrio Resistente
Enrofloxacina Ciprofloxacina Ampicilina
1004 1004 1004
90 904 904
801 804 75.0 80
704 704 704 63.6
S < S 5.0 62,5
g 60 g 60 g 60
£ =] £
o) o) o)
g 50 & 50 & 504
= ] =
3 5 3
S 40 2 40 S 40
o =] o
~ [ ~
30 30 304 27,3 250
204 204 204
12,5
10 10 g2l 104 9.1
0~ 0~ [
Sensivel Intermedidrio Resistente Sensivel Intermedidrio Resistente Sensivel Intermedidrio Resistente
Amoxicilina Amoxicilina + Clavulanato Acido Nalidixico

Fonte: Dados da Pesquisa.

O alto perfil de resisténcia observado aos antimicrobianos da classe das penicilinas tais como
a AMO e PEN, era esperado, pois segundo Davies e Davies (2010) esta classe apresentou
aproximadamente 1.000 casos de resisténcia até o ano de 2010, representando quase 10 vezes mais,
que o valor encontrado na década de 1990. Além disso, os mesmos autores relatam que a

transferéncia de gene de resisténcia entre bactérias de forma distinta da reprodugdo e transferéncia
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horizontal de gene, que teve um papel fundamental na transmissdo da resisténcia aos
antimicrobianos da classe das penicilinas principalmente quando relacionadas a bactérias entéricas.

No caso da sensibilidade aos antimicrobianos da classe das quinolonas, segundo Andriole
(2005) o mesmo ainda apresenta eficidcia quando usadas no tratamento de doencas infecciosas de
origem gastrointestinal, urindria, éssea, dérmica e articular causadas por bactérias gram-negativas,
assim como as do presente trabalho. Corroborando com os dados deste trabalho, Emmerson e Jones
(2003), em seu trabalho de revisdo, os autores determinaram que até entdo a CIP € a mais potente
fluoroquinolona disponivel contra bactérias gram-negativas.

Em relacdo as enterobactérias isoladas, com excecdo da Klebisella ozaenae, resistente apenas
a PEN, todas as bactérias foram resistentes a pelo menos dois dos quatro antimicrobianos da classe
das penicilinas (AMP, AMO, AMC, PEN), sendo que o mesmo comportamento foi observado em
relacdo a resisténcia a classe dos penicilinas por Sens Junior ef al (2018) quando relacionado a
atividade antimicrobiana de enterobactérias isoladas da regido perianal e oral de morcegos da
familia Phyllostomidae e aos resultados obtidos por Cldudio et al (2018) quando analisados
morcegos de trés diferentes familias, incluindo a dos Molossideos, e oriundos de cinco diferentes
hébitos alimentares.

Os resultados da andlise de componentes principais para os antimicrobianos da classe das
penicilinas em relagdo aos trés micro-organismos (S. liquefaciens, C. sakasakii € E. coli) isolados
em ambos os segmentos, demonstrou que a bactéria S. liquefaciens apresenta comportamento
similar em relacdo a resisténcia para ambos os segmentos, estdbmago e intestino delgado. A E. coli e
o C. sakasakii apresentaram dissimilaridade, com a E. coli apresentando maior média para o
estdmago (média tamanho halo 5.19mm) e C. sakasakii maior média para o intestino delgado

(média tamanho halo 15.00mm) (Gréafico 4).
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Griéfico 4 — Biplot CP1 x CP2 das médias dos halos medidos para os antimicrobianos da classe das penicilinas (AMO,
AMC, AMP e PEN) de trés micro-organismos isolados (Escherichia coli, Cronobacter sakasakii e Serratia
liquefaciens) do estdbmago e intestino delgado de morcegos capturados (n=5) na microrregido de Cianorte-PR
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Segundo as defini¢des apresentadas por Sweeney et al (2018) em relagdo ao perfil MDR, no
presente trabalho, apenas quatro isolados (4/19=21%) apresentaram este perfil sendo dois isolados
de S. liquefaciens e um de E. coli provenientes do estdbmago e apenas um isolado de E. coli do
intestino.

Considerando os dados encontrados o perfil de multirresisténcia apresentado pode estar
relacionado a coexisténcia entre morcegos € humanos, ou de animais tanto domésticos como de
criacdo que comumente podem compartilhar de um ambiente ou alimento contaminado, nao
obstante como apresentado por Laxminarayan et al (2013) o uso de sélidos bioldgicos e estrume em
areas agriculturdveis podem conter antimicrobianos e bactérias resistentes, que por sua vez através
do escoamento da terra fertilizada ou de dgua contaminada podem afetar diretamente a propagacao
da multirresisténcia bacteriana.

Ao longo dos anos, o estudo dos mecanismos de propagacdo e patogenia de bactérias
resistentes aos antimicrobianos tem sido de vital importancia para a criagdo e implementagao de
politicas publicas referentes a saude tnica a nivel mundial. Segundo Laxminarayan et al (2013), a
resisténcia bacteriana estd diretamente relacionada com a falta de conhecimento de quem a usa ou
onde se aplica, sendo que parte dos consumidores ndo compreendem as consequéncias de sua
resisténcia.

Cabe salientar que com a expansdo agricola e agropecudria estes animais passaram a estar
sujeitos a perda de seu habitat e recursos naturais, o que aumentou a chance de contato direto ou
indireto com o homem (RAMBALDI e SUAREZ-DE-OLIVEIRA, 2003). Além disso, a area de

estudo em questdo se encontra em uma das areas de amortecimento do parque Cinturdo Verde de
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Cianorte, podendo ligar a presenca dos animais capturados ao corredor ecoldgico formado na
regio.

Desta forma o morcego da espécie M. rufus ao compartilhar o mesmo ambiente com
humanos, como observado neste trabalho, evidencia que estes animais sdo suscetiveis a
contaminag@o por enterobactérias multirresistentes vistas em humanos e que apds seu contato com
estas bactérias estes animais t€ém sua importancia no papel de dispersor de zoonoses, visto que estes
possuem comportamento de formagdo de colonia mista (2002) e de voo livre que garante
deslocamento rdpido através de grandes distancias potencializando seu fator de dispersao (2011).

Nao obstante, apesar de algumas bactérias apresentarem resisténcia ainda nio estd claro como
a presenca delas afeta a saide dos morcegos. No entanto, como ja descrito por O’Shea et al (2014) é
possivel que durante o voo o aumento do metabolismo e temperatura corporal semelhante a resposta
febril observada em outros mamiferos colaborando para uma forca seletiva para coexisténcia de
micro-organismos em seu corpo.

No presente trabalho foi avaliada apenas uma espécie de morcego de hébito insetivoro, no
entanto, este estudo apresenta vital importancia para o conhecimento de sua microbiota e sua
resisténcia aos antimicrobianos de importancia na clinica humana e veterindaria, agregando assim

conhecimento para a pesquisa com dados ainda ndo registrados sobre a espécie M. rufus.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A multirresisténcia bacteriana foi identificada nos morcegos da espécie M. rufus da
microrregido de Cianorte, noroeste do Parand, demonstrando sua relevincia em relacdo a saude
Unica, visto que os animais foram capturados em uma drea ocupada por humanos.

A contagem de Lactobacillus spp. do intestino delgado foi superior a contagem de
enterobactérias, demonstrando sua importancia, por sua atuacdo como microbiota benéfica.

Apesar de morcegos da espécie M. rufus ndao entrarem em contato direto com humanos a
propagacdo de patégenos resistentes, antes vistos somente em humanos, estd diretamente

relacionado ao compartilhamento de ambientes a que estes estao sujeitos.
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