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COMPARACAO DE PERFIS MOLECULARES DE Staphylococcus aureus e
Yersinia enterocolitica ISOLADOS DE MORCEGOS QUE UTILIZAM COMO
ABRIGO CONSTRUCOES
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1. INTRODUCAO

Os seres humanos coabitam constru¢des com morcegos ha milhares de
anos. Muitas espécies de morcegos podem ser definidas como sinantrépicas, ou
seja, tém forte associacdo ecoldgica com humanos. Observa-se morcegos
utilizando constru¢cdes humanas como abrigos permanentes, abrigos temporarios,
para reproducao e hibernacédo, podendo formar grandes colbnias. Este estilo de
vida pode resultar em beneficios diretos devido a vantagens energéticas. No
entanto, a convivéncia com os seres humanos também traz alguns riscos (VOIGT
et al., 2016), sendo um deles a transmissao de doengas.

De acordo com Mihldorfer (2013), os morcegos podem adquirir varios
microrganismos por meio de sua dieta e de fontes ambientais em habitats
humanos e animais, entretanto a sua importancia quanto a patogenia € pouco
conhecida. A utilizacdo e o desenvolvimento continuo de métodos de investigacao
molecular, além de métodos de cultura tradicionais, sdo necessarias para a
determinacdo da complexidade da microbiota de morcegos e para a deteccdo de
outros patdégenos bacterianos.

A identificac@o de cepas similares desses patdgenos em distintas espécies
gera uma informacéo importante para a compreensao das formas de transmisséo
dos agentes etioldgicos. Tendo em vista a caréncia de estudos relacionados ao
envolvimento de morcegos que habitam construgcdes na epidemiologia de
transmissdo de S. aureus e Y. enterocolitica este trabalho teve por objetivo
determinar e comparar os perfis moleculares de isolados destas espécies.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados isolados de S. aureus obtidos a partir de fezes de 21
individuos das espécies Tadarida brasiliensis, Molossus molossus (familia
Molossidae) e Histiotus velatus (familia Vespertilionidae) de sete abrigos
diferentes e nove isolados de Y. enterocolitica obtidos a partir de fezes de seis
individuos da espécie T. brasiliensis de um abrigo. Todos os abrigos estavam
localizados em construcfes no Campus Capéao do Ledo da Universidade Federal
de Pelotas, municipio de Capéao do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Os isolados em estoques de culturas compostas por caldo infusdo de
cérebro e coragdo (BHI, Acumedia, Michigan) com 20% de glicerol foram
mantidos a -20°C. Os isolados foram recuperados do estoque passando-se 100
uL de cada para tubos contendo 3 mL de caldo BHI e incubados a 36°C por 24 h.
No caso de S. aureus, os pellets das culturas foram submetidos a 100 pyL de
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lisostafina a 36°C por 1 h. Posteriormente, foi realizada a extracdo do DNA dos
isolados conforme Sambrook e Russel (2001).

Os perfis moleculares dos isolados de cada espécie foram analisados pela
técnica de rep-PCR, fazendo uso do primer (GTG)s (VERSALOVIC et al., 1994).
As condicbes da rep-PCR foram: 2,5 pL de DNA, 2 pL do oligonucleotideo 5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3", 12,5 uL de Master Mix (Promega, Michigan) e 8 uL de
agua para completar o volume da reacdo. Para a amplificacdo, foram realizados
um ciclo de 94°C por 5 min, 30 ciclos subsequentes de 95°C por 30 s, 45°C (Y.
enterocolitica) ou 40°C (S. aureus) por 1 min e 60°C por 5 min, e finalmente um
ciclo de 60°C por 16 min. Para a visualizagdo dos padrbes de banda das
diferentes regides amplificadas, os produtos da rep-PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% e corados com Diamond Nucleic Acid Dye
(Promega, Madison). Os perfis de bandas obtidos foram analisados
comparativamente segundo Tenover et al. (1995).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis moleculares dos isolados de S. aureus demonstram que cepas
indistinguiveis sdo comuns entre diferentes animais e diferentes abrigos (Figura
1).
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Figura 1: Gel de agarose 1,5% apés eletroforese horizontal dos produtos amplificados em PCR de
elementos repetitivos (rep-PCR) corados com Diamond dos isolados de Sthaphylococcus aureus
obtidos de amostras de fezes de individuos das espécies Molossus molossus (a), Tadarida
brasiliensis (b) e Histiotus velatus (c), capturados em sete abrigos. O numero corresponde a cada
animal coletado e os perfis estdo agrupados por letras mailsculas de acordo com a similaridade.

O animal quatro do abrigo quatro, da espécie M. molossus, albergava um
isolado indistinguivel dos isolados dos animais cinco e 10 do mesmo abrigo,
quatro do abrigo seis e trés do abrigo oito, todos estes T. brasiliensis (perfis
moleculares E). O individuo da espécie H. velatus albergava um isolado de S.
aureus indistinguivel ao isolado do animal 18, da espécie T. brasiliensis capturado
no abrigo quatro (perfis G). Outros isolados obtidos de T. brasiliensis
apresentaram perfis indistinguiveis entre abrigos (perfis B e H). Estes resultados
demonstram que cepas indistinguiveis podem estar presentes em individuos de
diferentes espécies e diferentes abrigos, havendo uma relevancia em termos de
transmissao entre morcegos ou sugerindo a existéncia de fontes de contaminacéao
comuns.

Os perfis moleculares dos isolados de Y. enterocolitica demonstram que
apenas isolados obtidos a partir do mesmo animal foram indistinguiveis (Figura 2),
ja comparando os isolados entre animais eles sédo considerados distintos.
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Diferentemente dos isolados de S. aureus, os isolados de Y. enterocolitica
parecem infectar os animais e permanecer no trato gastrointestinal sem maior
potencial de transmisséao e disseminacao entre animais e abrigos.
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Figura 2: Gel de agarose 1,5% ap0s eletroforese horizontal dos produtos amplificados em PCR de
elementos repetitivos (rep-PCR) dos isolados de Yersinia enterocolitica corados com Diamond
obtidos de amostras de fezes de individuos das espécies Tadarida brasiliensis abrigados em uma
mesma construgdo. Os ndmeros séo correspondentes a cada animal coletado e a letra minUscula
correspondente ao isolado, os perfis estdo agrupados por letras mailsculas de acordo com a
similaridade.

Abrigo 7

Todos os animais que albergavam Y. enterocolitica eram da espécie T.
brasiliensis. Muhldorfer et al. (2010), apés o isolamento de Y. enterocolitica de
uma espécie de morcego Iinsetivoro, da espécie Pipistrellus pipistrellus,
especularam que as possiveis fontes de contaminagdo para o morcego foram
insetos ou aguas contaminadas. T. brasiliensis também é uma espécie insetivora,
portanto deve-se considerar estas fontes de contaminacdo como possiveis, ja que
de acordo com os perfis de bandas obtidos dificilmente ocorra a disseminacao
direta de um morcego para o outro.

A presenca destes morcegos carreando S. aureus e a constatacdo de cepas
comuns entre animais e abrigos em constru¢cdes humanas salientam um problema
para saude publica, pois o microrganismo é disseminado de colénia em colbnia,
aumentando o risco de transmicdo através do contato direto ou indireto com as
fezes contaminadas.

4. CONCLUSOES

Perfis moleculares indistinguiveis de isolados de S. aureus podem ser
obtidos de fezes de T. brasiliensis, M. molossus e H. velatus e podem ser comuns
entre abrigos. A presenca de cepas comuns entre morcegos e abrigos sugerem
gue ha uma interacdo de transmisséo de S. aureus entre os morcegos do mesmo
abrigo e de outros abrigos da regidao. Por outro lado, as cepas de Y. enterocolitica
de cada T. brasiliensis foram classificadas como diferentes entre si, indicando ndo
ter havido transmissao recente entre eles.
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