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INTRODUCAO

Os morcegos, com cerca de 182 espécies distribuidas em nove familias pelo Brasil,
desempenham um papel crucial nos ecossistemas, representando 25% dos mamiferos
globais (Reis et al., 2000). Além de serem frequentemente associados a transmissao da
raiva, uma doenga viral letal (Batista et al., 2007), podem ser transmissores de varias
zoonoses, como a histoplasmose, e abrigam patdgenos, incluindo virus como
Coronavirus, Ebolavirus e Hantavirus, além de bactérias do género Yersinia. Estas
bactérias, especialmente a Yersinia pseudotuberculosis, foram detectadas em estudos com
morcegos, com até¢ 70% dos individuos apresentando evidéncias de infeccdo (Childs-
Sanford et al., 2009), refor¢ando a importancia de estudos sobre as zoonoses associadas
a esses animais.

O interesse no estudo das Yersinia em morcegos se intensifica devido a preocupagao com
o contato desses mamiferos com areas urbanas, ampliando o risco de transmissdao de
doengas. A Yersinia pestis, responsavel pela Peste Negra, ¢ relevante nesse contexto, por
persistir em areas naturais e urbanas, mantendo-se por meio de complexas cadeias
epidemioldgicas envolvendo mamiferos, pulgas e roedores (Sousa, 2017). Um estudo
recente de metagendmica realizado pelo Grupo de Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica
detectou fragmentos de acidos nucleicos de Y. pestis em morcegos da area urbana de Feira
de Santana, Bahia, o que impulsionou esta pesquisa. Assim, este estudo busca investigar
a presenca de Y. pestis em morcegos, contribuindo para um melhor entendimento da
interacdo entre a bactéria, esses mamiferos e o ecossistema, o que ¢ fundamental para a
saude publica e a prevencdo de potenciais surtos.

MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada neste estudo envolveu uma analise metagenémica com base
no protocolo SMART-9N (Claro et al., 2023), adaptado para a investigagdo da presenca
de Yersinia pestis em morcegos coletados na area urbana de Feira de Santana. O DNA foi
extraido e purificado utilizando o Kit Zymo-RCC-5 (Zymo Research®), ¢ areagdo de PCR
foi realizada com o kit Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, seguindo as



instrucdes do fabricante. Apos a amplificacao, os fragmentos de DNA foram preparados
para sequenciamento em um equipamento Minl/ON, utilizando kits especificos para a
construcdo da biblioteca. O sequenciamento foi realizado por 48 horas, e os dados gerados
foram processados com softwares como Guppy e EPI2ME, possibilitando a classificagao
taxondmica com o Kraken 2.

As amostras de morcegos mortos foram coletadas em areas urbanas seguindo um raio pré-
determinado, garantindo conformidade com protocolos de biosseguranca. Coletaram-se
sangue, 6rgaos, swabs de orofaringe e reto, além de conteudo gastrointestinal, que foram
estocados a -20°C até a extracdo do DNA. As amostras de tecido foram homogeneizadas
e o DNA foi extraido com o kit Extracta MTTD-P(016, respeitando as orientacdes do
fabricante. O uso de swabs garantiu a obtencdo de amostras orofaringeas e retais,
enquanto o DNA dos 6rgdos foi preservado em DNA/RNA Shield®.

Para a deteccdo da Yersinia pestis foi necessario padronizar o protocolo de PCR,
utilizando-se controles positivos e negativos para assegurar a confiabilidade dos
resultados. A mistura de reagdo de PCR incluiu oligonucleotideos iniciadores especificos
para os genes cafl, pla, lcrV e irp2, amplamente reconhecidos na identificagao de Y.
pestis. A amostra de DNA foi adicionada a mistura contendo tampao PCR, MgCl,,
deoxinucleotideos ¢ a enzima Hot Start Tag DNA polimerase, usando como base o
protocolo padronizado por Leal e Almeida (1999).

A seguir, a analise das amostras foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 3%,
permitindo a visualizagdo da amplificacdo dos genes de interesse. A qualidade das
amostras foi avaliada através do uso de corantes especificos e a comparacdo com um
padrao comercial de fragmentos de DNA para determinag¢ao do tamanho dos fragmentos
amplificados. Esse procedimento foi fundamental para garantir a integridade do material
genético e validar a presenca de Y. pestis antes do sequenciamento final.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A peste negra, causada pela bactéria Yersinia pestis, foi uma das pandemias mais
devastadoras da histdria, ocorrendo entre 1347 e 1351 (Benedictow, 2011) e resultando
na morte de cerca de um ter¢o da populagdo europeia. A transmissdo ocorre
principalmente por pulgas infectadas que se alimentam de roedores, como ratos (Sousa,
2017), e também pode ocorrer por contato com fluidos corporais de animais infectados
ou por goticulas respiratdrias em casos de peste pneumonica.

Os resultados metagendmicos foram complementados com sequenciamento na
plataforma Krona, que evidenciou a predominancia de diferentes géneros bacterianos,
com destaque para o grupo Yersiniaceae nas fezes dos morcegos (Figura 1). A analise
detalhada indicou a presenca do complexo Yersinia pseudotuberculosis, enquanto a
Figura 2 confirmou a detec¢do de fragmentos de DNA de Yersinia pestis e Yersinia
similis. Entre os quatro morcegos coletados, trés tiveram os tecidos analisados e 0o DNA
extraido, enquanto o quarto aguardava resultado negativo para raiva antes da extracao,
conforme o protocolo de seguranga do Centro de Controle de Zoonoses de Feira de



Santana. Além de amostras cardiacas, pulmonares e intestinais, também foram coletadas
amostras orofaringeas e retais, todas analisadas molecularmente para detec¢do de Y.
pestis.
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Figura 1. Distribuicdo dos grupos bacterianos mais abundantes (>1% de reads) identificados a partir do DNA extraido das fezes de
Eumops auripendulus em Feira de Santana, BA. Os resultados foram obtidos por sequenciamento metagendmico e analisados pelo
software Krona, revelando a predomindncia de diferentes géneros bacterianos presentes na amostra. Destague em amarelo para o
grupo Yersiniaceae.
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Figura 2. Identificagdo de DNA de Yersinia pestis A1122 e Yersinia similis em DNA extraido das fezes de Eumops auripendulus em
Feira de Santana, BA. Os resultados foram obtidos por sequenciamento metagendmico e analisados pelo software Krona.

Os resultados preliminares obtidos por PCR indicaram a amplificacao do gene caf1 (506
pb), associado ao plasmideo pFra, que codifica o antigeno F1, caracteristico de Y. pestis.
A eletroforese em gel de agarose revelou a amplificacao nos tecidos cardiacos de dois
morcegos da espécie Molossus molossus (Figura 3). Esse achado ¢ inédito, dado que a
presenga de Yersinia em quirdpteros ndo havia sido documentada anteriormente. No
entanto, para confirma¢do definitiva, sera necessario realizar novas PCRs com maior
precisdo, assegurando a amplificacdo correta dos genes e material genético suficiente para
sequenciamento, visando garantir a identificacdo de Y. pestis.
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Figura 3. Eletroforese de DNA das amostras de tecidos de musculo, coragdo, pulmdo, figado, bago, intestino e fezes de morcegos
115, 116 e 198, depositadas na colegdo do Grupo de Pesquisa em Zoonoses e Saude Publica. As amostras foram submetidas a PCR
para amplificagdo dos genes caf1, pla, IcrV (localizados nos plasmideos pFra, pPst e pYV, respectivamente) e do gene cromossémico
irp2, visando a detecgdo de Yersinia pestis. Ladder = padrdo de peso molecular 100pb; 01 - Y. pestis; 02 - dgua ultra-pura; 03 -
musculo; 04 - fezes; 05 - intestino; 06 - figado e bago; 07 - pulmao; 08 - coragdo; 09 - dgua ultra-pura; 10 - Y. pestis.

A confirmagdo da presenca de Yersinia pestis em quirdpteros sera um marco significativo,
representando o primeiro registro documentado desse patdgeno em morcegos no mundo.
Esse resultado ndo apenas abrira novas linhas de investigacao sobre o papel dos morcegos
na ecologia de patdégenos zoonoticos, mas também tera implicagdes importantes para a
saude publica e a prevencao de zoonoses. A descoberta contribui para o entendimento da
ecologia de Y. pestis e ressalta a importancia da vigilancia em areas urbanas, onde as
interacdes entre humanos e animais sao frequentes, destacando o potencial risco para a
disseminagao de doengas.

Ademais, a pesquisa ressalta a necessidade de estudos adicionais para a caracterizagdo
genética das amostras, com o intuito de avaliar a diversidade e a evolugdo da Y. pestis em
populacdes de morcegos. O conhecimento adquirido pode fornecer subsidios para futuras
investigacdes e para a implementacao de estratégias de controle e prevencao de surtos de
peste, considerando a interconexao entre saide ambiental, animal ¢ humana.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram a amplificagdo de DNA em tecidos cardiacos de dois morcegos,
sendo possivel a infec¢do por Yersinia pestis. As técnicas de PCR e eletroforese foram
essenciais para a deteccdo e visualizagdo do material genético, possibilitando a
identificacdo preliminar do patdgeno.
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