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RESUMO: (Diversidade, perfis de resistência e virulência de Enterococcus spp. em fezes de morcegos urbanos Tadarida 
brasiliensis (Brazilian free-tailed bats). O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil dos enterococos em amostras de fezes de 
morcegos urbanos Tadarida brasiliensis coletadas no Rio Grande do Sul. Fezes de morcegos foram coletadas e submetidas à 
identificação das espécies de enterococos e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos rifampicina, eritromicina, norfloxacino, 
ciprofloxacino, tetraciclina ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, linezolida, nitrofurantoína e vancomicina. A 
presença dos genes de resistência (ermA, ermB, ermC, msrC, vanA, vanB, vanC1, vanC2/3, tetM, tetM e tetS) e virulência (ace, 
agg, cylA, esp e gelE) foi determinada por PCR. Além disso, o DNA fecal foi extraído e submetido a qPCR e PCR para detectar as 
espécies E. casseliflavus, E.faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae e E. mundtii e os genes de resistência, respectivamente. 
Foram isolados 73 enterococos, sendo E. faecalis, E. casseliflavus, E. gallinarum e E. mundtii identificados. Fenótipos de resis-
tência foram observados para rifampicina (n=53), eritromicina (n=32), norfloxacino (n=7), ciprofloxacino (n=6) e tetraciclina 
(n=1). Dos genes de resistência testados nos isolados resistentes, somente os genes ermC e tetM estavam presentes. Seis E. 
faecalis suscetíveis à vancomicina foram positivos para vanC1 e vanC2/3. Os genes gelE, ace, agg, cylA e esp foram detectados 
nos isolados. Nas amostras de DNA fecal, todas as espécies analisadas e os genes ermC, tetM, vanA, vanB e vanC2/3 foram ob-
servados. Como conclusão, diferentes espécies de enterococos estão presentes nas fezes de morcegos urbanos de T. brasiliensis. 
A presença de enterococos resistentes nestes animais pode estar relacionada com ação antropogênica e/ou ligada ao resistoma.
Palavras-chave: enterococos, vanA, virulência, morcegos, antropogênico.

ABSTRACT: (Diversity, resistance profiles and virulence of Enterococcus spp. from fecal samples of Tadarida brasiliensis 
urban bats (Brazilian free-tailed bats)). We aimed to evaluate the profile of enterococci from fecal samples of urban bats Tadarida 
brasiliensis collected at Rio Grande do Sul state, southern Brazil. Bat feces were collected and subjected to enterococci spe-
cies identification and antimicrobial susceptibility tests for rifampicin, erythromycin, norfloxacin, ciprofloxacin, tetracycline, 
ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, gentamicin, linezolid, nitrofurantoin, and vancomycin. The presence of resistance 
(ermA, ermC, ermB, msrC, vanA, vanB, vanC1, vanC2/3, tetM, tetM, and tetS) and virulence (ace, agg, cylA, esp, and gelE) 
genes was determined by PCR. In addition, fecal DNA was extracted and subjected to qPCR and PCR to detect the species E. 
casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae and E. mundtii, and resistance genes, respectively. A total 73 entero-
cocci were isolated, of which E. faecalis, E. casseliflavus, E. gallinarum, and E. mundtii were identified. Resistance phenotypes 
were observed for rifampicin (n= 53), erythromycin (n= 32), norfloxacin (n= 7), ciprofloxacin (n= 6) and tetracycline (n=1). 
Of the resistance genes tested in resistant isolates, only ermC and tetM were present. Six vancomycin-susceptible E. faecalis 
were positive for vanC1 and vanC2/3. Genes gelE, ace, agg, cylA and esp were detected in the isolates. In fecal DNA samples, 
all analyzed species and the genes ermC, tetM, vanA, vanB and vanC2/3 were observed. We conclude that different species of 
enterococci are present in feces of T. brasiliensis urban bats. The presence of antibiotic-resistant enterococci in those animals 
may be related to anthropogenic action and/or linked to the resistome.
Keywords: Enterococci, vanA, virulence, bats, anthropogenic.
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INTRODUÇÃO
A ordem Chiroptera, representada pelos morcegos, 

é a segunda maior ordem de mamíferos em número de 
espécies. Atualmente, estima-se que existam mais de 
1.300 espécies de morcegos descritas e estas espécies 
apresentam uma enorme diversidade de hábitos alimen-
tares, podendo ser nectarívoros, insetívoros, onívoros 

ou sanguívoros. Os morcegos são os únicos mamíferos 
capazes de voar e viver em grandes populações coloniais 
e, além disso, desempenha um papel biológico impor-
tante na dispersão de sementes, polinização de plantas e 
controle de insetos (Fenton & Simmons 2015).

O gênero Tadarida, membro da Família Molossidae, 
possui ampla distribuição geográfica, ocorrendo do 
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sul dos Estados Unidos, México, América Central e 
América do Sul, incluindo os países: Brasil, Uruguai, 
Chile e Argentina. Oito espécies do gênero Tadarida 
são descritas, porém na América do Sul somente T. 
brasiliensis é encontrada, sendo a espécie de morcegos 
mais frequente no Rio Grande do Sul (Fabian & Gre-
gorin 2007, Pesenti et al. 2014). Estes morcegos são 
insetívoros migratórios, podendo consumir entre 200 
e 600 insetos por noite, e costumam formar colônias 
composta de milhares de indivíduos. São animais sinan-
trópicos, adaptados a viver em ambientes urbanos como 
sótãos ou forros escuros com condições adequadas de 
umidade e temperatura. A presença de morcegos com 
hábitos sinantrópicos, além de causar desconforto para 
a população, quando infectados por micro-organismos 
aumentam o risco de transmissão de doenças (Pacheco 
et al. 2010). Nos últimos anos as populações de T. bra-
siliensis diminuíram, provavelmente devido à redução 
dos locais que serviam como seu habitat e ao consumo 
indireto de pesticidas (Wilkins 1989, Cranford & Fortune 
1994, Gannon et al. 2005, Jardim 2008).

A despeito de sua importância ecológica, os morce-
gos são suscetíveis a diferentes micro-organismos, que 
inclui vírus, bactérias, fungos e parasitas (Muhldorfer 
2013). Até hoje, poucos são os estudos que analisaram 
a presença de bactérias nas fezes de morcegos, o que 
provavelmente pode ser explicado devido aos hábitos 
de migração e a dificuldade na obtenção de amostras 
(Klite 1965, Veikkolanen et al. 2014, Carrillo-Araujo et 
al. 2015). Carrillo-Araujo et al. (2015) avaliaram a com-
posição do microbioma fecal de morcegos insetívoros, 
sanguívoros, nectarívoros e frugívoros e observaram que 
morcegos com dietas à base de plantas tinham a diver-
sidade do microbioma relativamente baixa, enquanto os 
sanguívoros e os insetívoros tinham maior diversidade. 
Veikkolanen et al. (2014) detectaram que os gêneros 
Leuconostoc, Enterobacter, Lactococcus e Chlamydia 
eram os mais frequentemente encontrados em fezes de 
morcegos insetívoros Daubenton’s  (Myotis daubento-
nii). Um estudo qualitativo nas bactérias intestinais de 
três espécies de morcegos neo-tropicais (Chilonycteris 
rubiginosa, Carollia perspicillata e Molossus major) 
revelou o grupo Klebsiella-Aerobacter-Serratia como o 
mais frequente, seguido por Enterococcus spp. e Proteus 
spp. (Klite 1965).

Os enterococos são habitantes naturais do trato gas-
trointestinal de humanos e animais, e também podem ser 
encontrados no solo, água e alimentos (Klein 2003, Poeta 
et al. 2005, Fisher & Phillips 2009, Riboldi et al. 2009, 
Garrido et al. 2014, Medeiros et al. 2014, Santestevan 
et al. 2015, Prichula et al. 2016). O gênero Enterococ-
cus inclui, de acordo com evidências moleculares e 
filogenéticas, mais de 50 espécies, sendo Enterococcus 
faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans, E. casseliflavus, 
E. gallinarum e E. mundtii as espécies frequentemente 
encontradas no trato gastrointestinal de animais (Poeta et 
al. 2005, Lebreton et al. 2014, Santestevan et al. 2015, 

Prichula et al. 2016). No entanto, pouco se sabe sobre 
a presença destas espécies em morcegos (Klite 1965).

Muitas espécies deste gênero são intrinsecamente 
resistentes aos agentes antimicrobianos comumente utili-
zados contra cocos Gram-positivos, como cefalosporina, 
ácido nalidíxico, e baixos níveis de aminoglicosídeos e 
clindamicina (Lebreton et al. 2014). Enterococos resis-
tentes a antimicrobianos tem sido isolados de diferentes 
fontes (Riboldi et al. 2009, Cassenego et al. 2011, Ben-
nani et al. 2012, Santestevan et al. 2015, Prichula et al. 
2016) e dados epidemiológicos sugerem que este gênero 
serve como importante reservatório de genes de resistên-
cia a antibióticos e que pode transmitir estes genes para 
outras espécies bacterianas, incluindo espécies patogêni-
cas (Eaton & Gasson 2001, Gilmore et al. 2013). Desta 
forma, a presença dos enterococos tem sido investigada 
e monitorada em diferentes habitats, fornecendo infor-
mações importantes sobre as interações e perturbações 
ambientais associadas a eles (Barros et al. 2011, Dada 
et al. 2013, Ahmad et al. 2014, Radhouani et al. 2014).

Embora os morcegos tenham sido indicados como 
reservatórios de agentes patogênicos humanos, o co-
nhecimento sobre o impacto dos micro-organismos 
hospedeiros dos morcegos é limitado para a maioria das 
espécies microbianas. Com base nestes dados, o objetivo 
deste estudo foi avaliar a distribuição, a resistência e o 
perfil de virulência de Enterococcus spp. em amostras 
fecais de morcegos urbanos T. brasiliensis. A análise 
dos enterococos nesses animais também pode indicar o 
impacto das atividades humanas sobre o meio ambiente.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta de amostras fecais de morcegos
Armadilhas foram colocadas sob colônias de morcegos 

que estavam pendurados no teto de três localidades do 
Estado do Rio Grande do Sul. Pools de fezes foram co-
letados com auxílio de colheres estéreis, acondicionados 
em microtubos estéreis e refrigerados.

O primeiro local de coleta foi em uma construção 
inacabada de um Hospital no município de Tavares, RS, 
Brasil (31°17’16,0”S, 51°05’38,0”O). A colônia tinha 
cerca de 3.000 animais. Neste local foram realizadas 
duas coletas, sendo a primeira em 01 de dezembro de 
2015 (amostra M1) e a segunda em 10 de março de 2016 
(amostra M2). O segundo local de coleta estava situado 
em um frigorífico desativado no município de Tupancire-
tã, RS, Brasil (29°04’27,0” S, 53°50’21,0”O). A colônia 
continha cerca de 700 animais e a amostra foi coletada 
em 16 de junho de 2015 (amostra M3). O último local 
de coleta era uma construção inacabada de um posto de 
saúde no município de São Gabriel, RS, Brasil (30°20’ 
10,19”S, 54°19’43,86”O). A colônia continha cerca de 
10.000 indivíduos e a amostra foi coletada em 4 de julho 
de 2016 (amostra M4).
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Determinação das espécies de enterococos nas 
amostras de fezes de morcegos

A determinação das espécies foi realizada por métodos 
de isolamento e identificação convencional e técnicas 
moleculares.
Isolamento e identificação das espécies de en-
terococos por método convencional

Os pools das fezes de morcegos (0,1 g) foram colo-
cados em tubos contendo 1 mL de água peptonada e 
incubados a 35 °C durante 24 h. O isolamento e a deter-
minação das espécies foi realizado por reação em cadeia 
da polimerase (PCR) conforme protocolo descrito por 
Santestevan et al. (2015) e Prichula et al. (2016) (Tab. 1).
Determinação das espécies de enterococos por 
PCR em tempo real (qPCR) no DNA fecal

A detecção e quantificação de enterococos nas amos-
tras no DNA fecal dos morcegos foi realizada pela técnica 
de PCR em tempo real (qPCR) (Tab. 1), e seguiu o pro-
tocolo estabelecido por Medeiros et al. (2016). O DNA 
fecal foi extraído a partir de 0,1 g do pool de fezes dos 
morcegos de acordo com protocolo do comerciante MO 
BIO’s Power Fecal DNA Isolation Kit (QiagenÒ), e sua 
pureza foi verificada e analisada utilizando o equipamen-
to NanoDrop nd-1000 UV (NanoDrop, WilmingtonÒ).

Resistência aos antimicrobianos associada com 
enterococos nas amostras de fezes de morcegos

A avaliação da resistência aos antimicrobianos foi 
determinada pelos métodos convencional e de técnicas 
moleculares.

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos e 
detecção dos genes de resistência nos isolados

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de 
todos os isolados foi avaliado por meio do teste de disco-

-difusão em ágar, determinado de acordo com o Clinical 
and Laboratory Standards Institute – CLSI (2016). Doze 
antibióticos comumente utilizados na medicina clínica e 
veterinária foram avaliados: ampicilina (AMP - 10 µg), 
ciprofloxacino (CIP - 5 µg), cloranfenicol (CLO - 30 µg), 
eritromicina (ERI - 15 µg), gentamicina (GEN - 120 µg), 
linezolida (LIN-30 μg), nitrofurantoína (NIT - 300 µg), 
norfloxacino (NOR - 10 µg), estreptomicina (EST - 300 
µg), tetraciclina (TET - 30 µg), rifampicina (RIF - 5 µg) 
e vancomicina (VAN - 30 µg). As cepas E. faecalis ATCC 
29212 e E. faecium ATCC 53519 foram utilizadas como 
controles positivo e negativo, respectivamente. O perfil 
de multirresistência foi classificado de acordo com EFSA 
& ECDC (2013). Foram considerados isolados multidro-
ga resistentes (MDR) os que apresentaram resistência ou 
resistência intermediária a três ou mais antimicrobianos 
de classes distintas.

Os isolados resistentes foram examinados por PCR 
quanto à presença de genes de resistência (Tab 2.) 
Resistência à eritromicina (genes ermA, ermB e ermC 
conferem modificação do alvo por meio da codificação 
de uma metiltransferase que age em resíduos específicos 
da subunidade 23S rRNA e o gene msrC codifica uma 
bomba de efluxo de macrólido e estreptogramina B); 
resistencia à tetraciclina (o gene tetL codifica a mediação 
de efluxo dependente de energia e os genes tetM e tetS 
codificam a resistência através de um mecanismo protéico 
de proteção ribossômica). 

Os isolados com resistência intermediária à vanco-
micina pela técnica de disco difusão em ágar foram 
avaliados pelo teste de concentração inibitória mínima 
(CIM) para presença dos genes vanA e vanB, os quais 
conferem elevada resistência à vancomicina, e os genes 
vanC1 e vanC2/3, que codificam resistência intrínseca à 
vancomicina.

O DNA genômico dos isolados resistentes foi extraído 

Oligonucleotídeos Sequência (5’- 3’) Amplicom (pb) TA Referência

Ent1 TACTGACAAACCATTCATGATG
112 55 °C Ke et al. (1999)

Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

CA1 TAGGATGTTACGTCTGCGTG
139 58 °C Medeiros et al. (2016)

CA2 TTGTTGGTTTGGGCTTTTCCCG

E16S 72f CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG
136 66 °C Sedgley et al. (2005)

E16S 210r CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC

E. faecium F TTGAGGCAGACCAGATTGACG
172 62 °C Medeiros et al. (2016)

E. faecium R CGGAAGTGATGCTTCCTACTG

GA1 TTACTTGCTGATTTTGATTCG
173 52 °C Jackson et al. (2004)

GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

HiR1 TTATGTCCCWGTWTTGAAAAATCAA
180 62 °C Prichula et al. (2016)

HiR2 TATTGATAAGCTAATGCAAGCGC

MU1 CAGACATGGATGCTATTCCATCT
98 60 °C Jackson et al. (2004)

MU2 GCCATGATTTTCCAGAAGAATG

Tabela 1. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para confirmação de gênero e espécies de Enterococcus spp.

Abreviaturas: pb, pares de bases; TA, Temperatura de anelamento; Ent, gene tuf; CA, E. casseliflavus; E16S, E.faecalis; E. faecium, E.faecium; 
GA, E. gallinarum; HiR, E. hirae; MU, E. mundtii.
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Abreviaturas: pb, pares de bases; TA, Temperatura de anelamento; Genes de resistência: ermABC/msrC, genes de resistência à eritromicina; tetLMS, 
genes de resistência à tetraciclina; vanABC1,2/3, genes de resistência à vancomicina. Fatores de virulência: ace, adesão ao colágeno em enterococos; agg, 
substância de agregação; cylA, citolisina; esp, proteína de superfície em enterococos; gelE, gelatinase.

Oligonucleotídeos Sequência  (5’- 3’) Amplicom (pb) TA Referência

Genes de Resistencia

ermA F TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA
420 52 °C Sutcliffe et al. (1996)

ermA R CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT

ermB F GAAAAGGTACTCAACCAAATA
547 52 °C Sutcliffe et al. (1996)

ermB R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

ermC F TCAAAACATAATATAGATAAA
837 52 °C Sutcliffe et al. (1996)

ermC R GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT

msrC 3 AAGGAATCCTTCTCTCTCCG
343 52 °C Werner et al. (2001)

msrC 4 GTAAACAAAATCGTTCCCG

tet(L) F ACTCGTAATGGTGTAGTTGC
625 58 °C Frazzon et al. (2010)

tet(L) R TGTAACTCCGATGTTTAACACG

tet(M) F GTTAAATAGTGTTCTTGGAG
657 52 °C Aarestrup et al. (2000)

tet(M) R CTAAGATATGGCTCTAACAA

tet(S) F TGGAACGCCAGAGAGGTATT
720 58 °C Aarestrup et al. (2000)

tet(S) R ACATAGACAAGCCGTTGACC

vanA F TAATTGAGCAGGCTGTTTCG
80 56 °C Moura et al. (2013)

vanA R TACTGCAGCCTGATTTGGTC

vanB F ATGGGAAGCCGATAGTC
635 54 °C Dutka-Malen et al. (1995)

vanB R GATTTCGTTCCTCGACC

vanC1 GGTATCAAGGAAACCTC
822 54 °C Dutka-Malen et al. (1995)

vanC1 CTTCCGCCATCATAGCT

vanC2/3 F CTCCTACGATTCTCTTG
439 54 °C Dutka-Malen et al. (1995)

vanC2/3 R CGAGCAAGACCTTTAAG

Fatores de virulência

ace F AAAGTAGAATTAGATCACAC
320 50 °C Mannu et al. (2003)

ace R TCTATCACATTCGGTTGCG

agg TE3 AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC
1553 60 °C Eaton & Gasson (2001)

agg TE4 AAACGGCAAGACAAGTAAATA

cylA TE17 TGGATGATAGTGATAGGAAGT
517 54 °C Eaton & Gasson (2001)

cylA TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

esp46 TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC
913 60 °C Shankar et al. (1999)

esp47 CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG

gelE F ACCCCGTATCATTGGTTT
402 50 °C Eaton & Gasson (2001)

gelE R ACGCATTGCTTTTCCATC

Tabela 2. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção de genes de resistência e fatores de virulência.

seguindo o protocolo Depardieu et al. (2004). As ampli-
ficações foram conduzidas como descritas em estudos 
anteriores (Sutcliffe et al. 1996, Aarestrup et al. 2000, 
Werner et al. 2001, Frazzon et al. 2010, Santestevan et 
al. 2015, Prichula et al. 2016).

Avaliação da presença de genes relacionados à 
resistência nas amostras de DNA fecal de morce-
gos por PCR convencional

Para verificar a presença dos genes de resistência 
ermA, ermB, ermC, msrC, tetL, tetM, tetS, vanA, vanB, 
vanC1 e vanC2/3 no DNA fecal de morcegos foi utilizada 
a técnica de PCR convencional. As amostras eram 

somente consideradas negativas quando o resultado da 
segunda PCR, a qual utilizava 1 mL da reação da primeira 
PCR como DNA molde, também era negativo. Foram 
utilizadas cepas como controles positivos para todos os 
genes testados (Frazzon et al. 2010, Medeiros et al. 2014, 
Santestevan et al. 2015, Prichula et al. 2016).

Triagem dos fatores de virulência nas espécies 
de enterococos isoladas

 A partir do DNA genômico extraído de isolados pela 
técnica de Depardieu et al. (2004) foram testados a pre-
sença dos genes de virulência cylA (citolisina), gelE (ge-
latinase), ace (adesina de colágeno), agg (substância de 
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agregação) e esp (proteína de superfície de enterococos) 
por PCR. As amplificações destes genes foram realizadas 
conforme descritas em estudo anterior por Medeiros et 
al. (2014). As cepas utilizadas como controles positivos 
foram as mesmas de Medeiros et al. (2014) e Santestevan 
et al. (2015). A sequência dos oligonucleotídeos inicia-
dores utilizados estão listados na Tabela 2.

Os testes fenotípicos das enzimas gelatinase e hemo-
lisina foram avaliados em todos os isolados de entero-
cocos. As metodologias empregadas foram as mesmas já 
descritas por Marra et al. (2007) e Semedo et al. (2003).

Análise estatística
Todas as análises estatísticas foram realizadas uti-

lizando o programa SPSS versão 18.0. O teste exato 
de Fisher foi realizado e os valores de p <0.05 foram 
considerados como estatisticamente significantes.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Diversidade de espécies de Enterococcus em amostras 
fecais de morcegos urbanos T. brasiliensis

Setenta e três enterococos foram isolados de amostras 
fecais de morcegos. Enterococcus faecalis foi à espécie 
mais frequentemente identificada (83,6 %; n=61), seguida 
por E. casseliflavus (13,7 %; n= 10), E. gallinarum (1,4 
%; n=1) e E. mundtii (1,4 %; n=1). As espécies E. faecium 
e E. hirae não foram isoladas destas amostras. Para qPCR, 
todas as seis espécies testadas foram detectadas no DNA 
fecal. A média do número de espécies de enterococos 
no DNA fecal variou, pois enquanto relativamente altas 
proporções das espécies de E. faecalis (3,27 x 103 cópias.
ng-1 de DNA fecal), E. gallinarum (1,69 x 102 cópias.ng-1 
de DNA total) e E. casseliflavus (4,5 x 101 cópias.ng-1 
de DNA fecal) foram detectadas, as espécies E. faecium, 
E. hirae e E. mundtii se mostraram abaixo do limite de 
detecção e não foram quantificadas.

A distribuição de espécies de Enterococcus, bem como 
as diferenças nas proporções de cada nicho, podem variar 
de acordo com características individuais como idade, 
habitat, variações sazonais, dieta, e localização geográfica 
(Lebreton et al. 2014). Os resultados encontrados neste 
estudo estão de acordo com a literatura sobre a prevalên-
cia de espécies de enterococos no trato gastrointestinal de 
animais (Poeta et al. 2005, Messi et al. 2006, Cassenego 
et al. 2011, Byappanahalli et al. 2012, Ali et al. 2013, 
Lebreton et al. 2014). Enterococcus faecalis foi a espécie 
mais abundante neste estudo, e a sua prevalência já é con-
siderada comum em amostras fecais de animais conforme 
estudos já realizados (Poeta et al. 2005, Santestevan et 
al. 2015, Prichula et al. 2016). As espécies E. casselifla-
vus, E. mundtii e E. gallinarum estão relacionadas com 
plantas e insetos (Byappanahalli et al. 2012, Boehm & 
Sassoubre 2014), e a presença destas espécies nas fezes 
dos morcegos pode estar associada ao movimento dos 
morcegos entre as árvores e a vegetação, além da dieta 
insetívora destes animais. Análises estatísticas mostraram 
que E. casseliflavus (p = 0.003) e E. faecalis (p = 0.004) 

foram significantemente diferentes na amostra menos 
urbanizada, quando comparadas às amostras provenientes 
de áreas mais urbanizadas.

Neste estudo, a técnica de qPCR detectou a presença 
de seis diferentes espécies de enterococos. Os métodos 
comumente usados para identificar as espécies de entero-
cocos de diferentes amostras são baseados no isolamento 
e cultivo de células, entretanto estas metodologias podem 
subestimar algumas das espécies presentes nesta comu-
nidade bacteriana. Medeiros et al. (2016), utilizando a 
técnica de qPCR, detectaram a presença de diferentes 
espécies de enterococos em amostras fecais de animais 
marinhos selvagens. A discrepância entre metodologias 
clássicas e moleculares foi também observada por He & 
Jiang (2005). O DNA de células injuriadas pode perma-
necer presente na amostra, sendo possível a detecção de 
células inviáveis de micro-organismos pela qPCR (He 
& Jiang 2005). 

Perfil de resistência a antimicrobianos dos en-
terococos

Entre os 73 isolados de enterococos, 30 (41,1%) de-
monstraram resistência a um antibiótico, 27 (37%) a dois 
e a quatro (5,5%) demonstraram resistência múltipla. 
Resistência à rifampicina foi a mais frequentemente 
observada (72,6%; n=53), seguida por eritromicina 
(43,8%; n=32), norfloxacino (9,6%; n=7), ciprofloxaci-
no (8,2%; n=6) e tetraciclina (1,4%; n=1). Nenhum dos 
isolados analisados demonstrou resistência a ampicilina, 
cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, linezolida, 
nitrofurantoína ou vancomicina.

Dos 32 isolados resistentes à eritromicina, 28 (87,5%) 
foram positivos para o gene ermC (Tab. 3). Os genes 
ermA, ermB e msrC não foram detectados. O isolado 
resistente à tetraciclina foi positivo apenas para o gene 
tetM (Tab 3). Um resultado muito interessante foi que 
12 isolados de E. faecalis que apresentavam perfil de 
suscetibilidade para a vancomicina pela MIC e resistência 
intermediária à vancomicina pelo disco difusão em ágar 
foram testados para os genes de resistência à vancomici-
na, sendo um deles positivo para os genes vanC1 e vanC2/3 
e 5 positivos para o gene vanC2/3.

Entre os doze genes de resistência avaliados nas 
amostras de DNA fecal por PCR convencional, os genes 
tetM, vanA, vanB e vanC2/3 foram detectados em uma das 
quatro amostras analisadas, e o gene ermC foi detectado 
em duas das quatro amostras analisadas de DNA fecal 
(Tab. 4)

Bactérias resistentes a antibióticos isoladas de mor-
cegos são um tema de grande preocupação, pois estes 
animais não têm histórico de uso terapêutico de anti-
bióticos. A elevada frequência de isolados resistentes à 
rifampicina em morcegos insetívoros pode estar relacio-
nada aos seus hábitos alimentares. Ignasiak & Maxwell 
(2017) encontraram bactérias resistentes à rifampicina 
em intestinos de insetos e observaram uma ampla varie-
dade de resistência aos antibióticos nestes hospedeiros. 
Enterococos resistentes aos macrolídeos são comumente 
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encontrados em humanos e animais. De acordo com Zou 
et al. (2011), uma elevada frequência de bactérias resis-
tentes à eritromicina foram encontradas em isolados de 
porcos. Apesar dos genes ermB e msrC serem os mais 
comuns entre os enterococos resistentes à eritromicina, 
estes genes não foram detectados entre os isolados deste 
estudo (Murray 1990, Kristich et al. 2014, Prichula et 
al. 2016), sendo que apenas o gene ermC foi observado. 
A presença do gene é incomum entre enterococos resis-
tentes à eritromicina, e existem poucos trabalhos que 
observem a presença do gene ermC em E. faecium e E. 
faecalis (Jensen et al. 1999, Chajecka-Wierzchowska et 
al. 2016). No entanto, a presença desse gene tem sido 
reportada com elevada frequência em Staphylococcus 
aureus (Westh et al. 1995, Schmitz et al. 2000, Coutinho 
et al. 2010, Lim et al. 2012).

Foi verificado apenas um isolado de enterococos resis-
tente à tetraciclina, o qual apresentou o gene tetM, sendo 
este gene o determinante de resistência à tetraciclina 
mais comum entre os Enterococcus. O gene tetM tem 
sido observado em elevada frequência em enterococos 
provenientes de amostras fecais de animais silvestres 

(Poeta et al. 2005, Cauwerts et al. 2007, Choi & Woo 
2015, Prichula et al. 2016).

Um resultado muito interessante deste trabalho foi 
a presença dos genes vanA e vanB no DNA total das 
fezes dos morcegos T. brasiliensis. Estes genes são os 
genótipos mais comuns e de maior importância clínica 
(Courvalin 2006). Enterococos resistentes à vancomicina 
tem emergido como patógenos nosocomiais de grande 
importância em todo o mundo, e estes genes foram iden-
tificados em E. faecalis e E. faecium (Cetinkaya et al. 
2000). Bactérias hospedando os genes vanA e vanB tem 
sido isoladas de animais (Torres et al. 2003, Lozano et 
al. 2016). A transferência dos genes de resistência van de 
espécies de Enterococcus a Staphylococcus aureus tem 
sido demonstrada em modelos in vitro e in vivo. Logo, a 
presença dos genes de resistência nas amostras fecais de 
morcegos com hábitos sinantrópicos é de grade preocu-
pação, uma vez que estes genes de resistência podem ser 
disseminados no meio ambiente. A não detecção desses 
genes em enterococos isolados de amostras fecais pode 
ser explicada de duas formas: (i) nas colônias seleciona-
das (15 a 20 colônias aleatórias), os enterococos resisten-

Eritromicina Tetraciclina

Amostras Espécies (n) n1 n2 (%) ermC n1 n2 (%)tetM 

M1 E. faecalis (15) 9 8 (89) 0 ND

Subtotal (%) 9 8 (89) 0 ND

M2 E. faecalis (15) 6 6 (100) 0 ND

Subtotal (%) 6 6 (100) 0 ND

M3

E. casseliflavus (2) 0 ND 0 ND

E. faecalis (17) 11 11 (100) 1 1 (100)

E. gallinarum (1) 0 ND 0 ND

E. mundtii (1) 1 0 (0) 0 ND

Subtotal (%) 12 11 (92) 1 1 (100)

M4
E. casseliflavus (8) 2 0 (0) 0 ND

E. faecalis (14) 3 3 (100) 0 ND

Subtotal (%) 5 3 (60) 0 ND

Total (%) 32 28 (87,5) 1 1 (100)

Tabela 3. Genes de resistência em enterococos isolados de amostras fecais de morcegos urbanos T. brasiliensis.

Abreviaturas: M1, amostra coletada em 01 de dezembro de 2015 no município de Tavares, RS, Brasil; M2, amostra coletada em 10 de março de 
2016 no município de Tavares, RS, Brasil; M3, amostra coletada em 16 de junho de 2015 no município de Tupanciretã, RS, Brasil; M4, amostra 
coletada em 04 de julho de 2016 no município de São Gabriel, RS, Brasil; n1, Número de isolados com perfil de resistência ao antimicrobiano; 
n2 (%), Número de amostras positivas para o gene detectado; ND, não determinado.

Amostras
Genes de resistência identificados nas amostras de DNA total*

ermC tetM vanA vanB vanC2/3

M1 + - - + -

M2 + + + - +

M3 - - - - -

M4 - - - - -

Tabela 4. Presença e ausência de genes de resistência em amostras de DNA fecal de morcegos urbanos T. brasiliensis.

Abreviaturas: M1, amostra coletada em 01 de dezembro de 2015 no município de Tavares, RS, Brasil; M2, amostra coletada em 10 de março 
de 2016 no município de Tavares, RS, Brasil; M3, amostra coletada em 16 de junho de 2015 no município de Tupanciretã, RS, Brasil; M4, 
amostra coletada em 04 de julho de 2016 no município de São Gabriel, RS, Brasil; *: +: positivo para o gene; - negativo para o gene.
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tes à vancomicina não foram selecionados ou a célula que 
carregava o(s) gene(s) estava inviável para cultivo; (ii) 
estes genes não são exclusivos dos enterococos, estando 
presentes em outras bactérias Gram-positivas, como S. 
aureus, Streptococcus bovis e Clostridium sp., as quais 
não foram avaliadas no estudo (Depardieu et al. 2004, 
Courvalin 2006).

Por outro lado, seis isolados de E. faecalis das amostras 
fecais carregavam os genes vanC1 e vanC2/3. Os genes 
vanC tem sido descritos em E. gallinarum e E. casseli-
flavus, e poucos estudos têm detectados os genes vanC 
em E. faecalis. Schwaiger et al. (2012) detectou o gene 
vanC1 em E. faecalis suscetíveis à vancomicina isoladas 
de porcos na Alemanha. Similarmente, Moura et al. 
(2013) analisaram três E. faecalis isolados de frangos de 
corte, sendo que uma cepa possuía o gene vanC1 e duas 
o gene vanC1 e vanC2/3.

Fatores de virulência em enterococos isolados de 
amostra fecais de morcegos T. brasiliensis

O gene gelE foi detectado com elevada frequência 
(97,3%; n=71) nos isolados, seguido por ace (91,8%; 
n=67), agg (49,3%; n=36), cylA (5,5%; n=4) e esp (2,8%; 
n=2) (Tab. 5). Além destes, quatro isolados positivos 
pra o gene cylA foram também positivos para o teste da 
hemólise em ágar sangue.

A presença do gene gelE pode estar relacionada a 
colonização e a persistência dos enterococos no trato 
gastrointestinal destes mamíferos. Dos 71 isolados 
positivos para o gene gelE, 37 (50,7%) foram positi-
vos e 34 (46,6%) negativos para o teste da atividade 
da gelatinase. Eaton & Gasson (2001) apontaram que 
a ausência da atividade enzimática pode ser atribuída 
aos baixos níveis ou a regulação negativa da expressão 
do gene ou um produto de gene inativo. Condições 

ambientais estabelecidas no habitat o qual os morcegos 
vivem também podem influenciar na expressão de genes. 
Fatores temporais podem tornar genes silenciosos ativos 
novamente. Qin et al. (2000) detectaram o gene gelE em 
enterococos fenotipicamente negativos para a gelatinase.

A ampla capacidade de transferência genética e os 
diferentes mecanismos os quais permitem os entero-
cocos carregarem genes que conferem virulência pode 
contribuir para aumentar a distribuição destes genes entre 
espécies (Poeta et al. 2005). Em ambientes complexos, 
como o trato gastrointestinal de animais e humanos, 
a adesão bacteriana ao tecido do hospedeiro é crítico 
para o estabelecimento de uma comunidade bacteriana. 
Os isolados de E. faecalis hospedavam pelo menos um 
gene codificador dos fatores de virulência avaliados. Este 
resultado está de acordo com outros estudos (Mundy et 
al. 2000, Koch et al. 2004, Poeta et al. 2005). Os genes 
de virulência foram também encontrados nas espécies E. 
casseliflavus, E. gallinarum e E. mundtii, sugerindo que 
os determinantes de virulência sejam uma característica 
dos enterococos (Poeta et al. 2005, Medeiros et al. 2014, 
Santestevan et al. 2015).

O gene ace contribui para a patogênese de infecções, 
uma vez que essa característica facilita a ligação da 
bactéria ao alvo celular (Shepard & Gilmore 2002). O 
gene ace tem sido associado a infecções causadas por 
E. faecalis (Koch et al. 2004). No entanto, a função 
de ace nos enterococos de outras origens ainda não foi 
esclarecida e até hoje poucos avanços foram feitos para 
explicar o seu papel nos isolados ambientais. Uma alta 
frequência do gene ace em amostras fecais de animais 
foram reportadas por Zou et al. (2011) e Santestevan et 
al. (2015).

Em conclusão, os resultados deste estudo demons-
traram a distribuição, resistência a antimicrobianos e 

Numero (%) de gene de virulência

Amostras Espécies (n) ace agg cylA esp gelE

M1 E. faecalis (15) 15 (100) 15 (100) 0 (0) 0 (0) 15 (100)

Subtotal (%) 15 (100) 15 (100) 0 (0) 0 (0) 15 (100)

M2 E. faecalis (15) 15 (100) 15 (100) 4 (27) 0 (0) 15 (100)

Subtotal (%) 15 (100) 15 (100) 0 (0) 0 (0) 15 (100)

M3

E. casseliflavus (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (50) 1 (50)

E. faecalis (17) 17 (100) 1 (6) 0 (0) 1 (6) 17 (100)

E. gallinarum (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)

E. mundtii (1) 1 (100) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 1 (100)

Subtotal (%) 18 (85,7) 2 (9,5) 0 (0) 2 (9,5) 20 (95)

 M4
E. casseliflavus (8) 5 (62,5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 8 (100)

E. faecalis (14) 14 (100) 4 (28,6) 0 (0) 0 (0) 13 (93)

Subtotal (%) 19 (86,4) 4 (18,2) 0 (0) 0 (0) 21 (95,5)

Total (%) 67 (91,8) 36 (49,3) 4 (5,5) 2 (2,8) 71 (97,3)

Tabela 5. Número (%) de genes de fatores de virulência detectados enterococos isolados de fezes de morcegos urbanos T. brasiliensis.

Abreviaturas: M1, amostra coletada em 01 de dezembro de 2015 no município de Tavares, RS, Brasil; M2, amostra coletada em 10 de março 
de 2016 no município de Tavares, RS, Brasil; M3, amostra coletada em 16 de junho de 2015 no município de Tupanciretã, RS, Brasil; M4, 
amostra coletada em 04 de julho de 2016 no município de São Gabriel, RS, Brasil.
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presença de fatores de virulência em Enterococcus spp. 
isolados de amostras fecais de morcegos T. brasilien-
sis. Os resultados apresentados nesse trabalho visam 
contribuir nesse campo crescente, mostrando que a 
contaminação do ambiente é uma forma de disseminar 
bactérias resistentes aos animais que habitam esses am-
bientes, principalmente os que se aproximam dos grandes 
centros urbanos. Esta situação torna-se demasiadamente 
preocupante no momento em que são encontradas bacté-
rias comensais com resistência aos antimicrobianos em 
populações de animais que uma vez não tinham história 
de exposição terapêutica aos antibióticos, podendo 
estar relacionadas com ação antropogênica e/ou ligada 
ao resistoma ambiental. Além disso, a ocorrência de 
genes de resistência, como à vancomicina, é uma grave 
preocupação, pontuada pela importância destes animais 
atuarem como reservatórios e disseminadores de tais 
determinantes no ambiente.
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