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1. RESUMO

As formigas podem adquirir bactérias presentes no ambiente e permitir que
elas se desenvolvam nos seus tratos digestérios, transmitindo-as para as formas
mais jovens. Estudos filogenéticos, com formigas do género Camponotus,
apontam uma co-evolucao das espécies de bactérias e de formigas, indicando
também uma transmissdo maternal. As formigas andarilhas, ou “tramp species”,
podem ocorrer em diversos ambientes, entre eles os hospitais, podendo atuar
como carreadores de bactérias patogénicas. Nao existem na literatura trabalhos
que relatem bactérias patogénicas no trato digestério de formigas que ocorrem
em ambientes urbanos.

O objetivo do presente trabalho foi o de verificar a existéncia de bactérias
patogénicas no trato digestério de formigas que ocorrem em ambientes
hospitalares, determinar se essas espécies poderiam funcionar como
reservatérios de bactérias e comparar com as bactérias isoladas de formigas de
laboratério. Os resultados obtidos indicaram que as formigas ndo apresentam
bactérias patogénicas em seus tratos digestorios, mesmo sendo coletadas em
ambiente hospitalar, porém estas podem eventualmente ser isoladas, nao
fazendo parte da microbiota natural dessas espécies.

Bactérias patogénicas foram isoladas nos ninhos mantidos em laboratérios
e também nas larvas das espécies Monomorium pharaonis € Monomorium
floricola. Devido as diferencas morfolégicas entre o trato digestério das operarias
adultas e larvas, pode ser explicada a distincdo encontrada entre a microbiota
isolada.

Foram realizados o levantamento da distribuicdo das espécies de formigas
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, SP, e
no Centro de Saude de Sao Carlos, bem como o isolamento das bactérias
presentes no trato digestério dos exemplares coletados.

Como nado foram isoladas bactérias patogénicas, técnicas de biologia
molecular foram utilizadas, para identificacdo de bactérias presentes que néao



pudessem ser isoladas segundo a metodologia inicialmente proposta. Foi
realizada a extracdo do DNA de formigas esterilizadas da espécie Tapinoma
melanocephalum e o sequenciamento do DNA bacteriano, que posteriormente foi
comparado as sequéncias do Gene Bank, verificando a presenca da bactéria
endosimbionte Wolbachia sp., que é amplamente distribuida em varias espécies
de formigas e artrépodes. Paralelamente, foi testado um modelo de controle para
a populacao de formigas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu, que resultou na reducao da taxa de infestacao, para indices
abaixo de 10%. O modelo proposto consiste no monitoramento multipontual e
distribuicdo de iscas, e segundo os resultados obtidos € eficiente para controle de

espécies de formigas em ambientes hospitalares.



2. ABSTRACT

Ants can collect bacteria from environment and led them develop and
reproduce in their digestive tracts, transmitting them to young forms. Phylogenetic
studies with ants of Camponotus genera, pointed the coevolution between ant and
bacteria species, indicating also maternal transmission. Tramp species are ant
species that live in close association with man and occur in several environments,
like hospitals. There is no works in literature about pathogenic bacteria isolated
from digestive tract of ants collected in urban environments.

The objective of present work were to verify the presence of pathogenic
bacteria in digestive tract of ants collected at hospitals, and determine if these
species can act as bacterial reservatories, comparing them with laboratory ants.
The results obtained indicated that ants don’t presented pathogenic bacteria in
their digestive tracts, even those ants collected at hospitalar environment. But,
these bacteria could be eventually isolated, don’t being part of the natural gut
microflora of these species. Pathogenic bacteria were also isolated from colonies
maintained in laboratory conditions and from M. pharaonis and M. floricola larvae.
Based at the differences between digestive tracts of adults and larvae workers, we
could suppose that gut microflora founded would be distinct.

A survey was made about ant species presents and their distribution at HC
from UNESP Botucatu, SP and a survey was made at another Hospital, at Sdo
Carlos, SP. Ants collected at both hospitals were utilized in microbiological
experiments to verify the gut microflora.

Utilizing molecular procedures of DNA extraction and PCR (Polymerase
Chain Reaction), we could sequence DNA from bacteria that were not isolated by
commom microbiological methodology. Were utilized sterile ants from T.
melanocephalum species, and sequences obtained were compared with those
from Gene Bank, being the same of Wolbachia sp., an endosimbiont widely
distributed among several species of arthropods.



At the same time, was tested a control method for ants at HC from UNESP-
Botucatu, decreasing the initial infestation rate of 32%, to a rate minor than 10%.
The proposed model consisted at multipunctual survey and toxic baits distributed
among the hospital. According with obtained results, it is efficient to control ants

species in hospitalar environments.



3. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Apesar de influenciarem aspectos ecoldgicos na biosfera, os
ecossistemas urbanos tém sido negligenciados na pesquisa ecoldgica.
Os artrépodes sdo abundantes nesses ambientes, mas pouco se sabe
sobre como esses animais tém respondido a urbanizacdo (McINTYRE,
et. al., 2001).

Embora a ocorréncia de formigas nas areas urbanas seja restrita a
poucas espécies, entre vinte a trinta no maximo, os prejuizos causados podem
ser grandes, pois vivem em intima associagdo com o homem e podem causar
problemas quando ocorrem em fabricas de alimento, biotérios, hospitais e
padarias. Dentro das residéncias, causam incbmodo e provocam danos em
equipamentos eletrodomésticos (BUENO e CAMPOS- FARINHA, 1999a).



O problema da ocorréncia de infecgdes hospitalares vem sendo objeto
de preocupacgdes e estudos no mundo todo. As formigas foram descritas como
vetores mecanicos de bactérias patogénicas pela primeira vez na Inglaterra
(BEATSON, 1972), e posteriormente por Eicheler (1990) na Alemanha. As
espécies de formigas de grande ocorréncia no ambiente hospitalar ja foram
relatadas por Ipinza-Regla et al. (1981) no Chile, por Chadee e Maitre (1990)
em Trinidad e por Fowler et al. (1993) no Brasil. Em todos estes casos, as
formigas podem atuar como vetores mecénicos, transportando as bactérias
sobre 0 seu corpo.

Estudos realizados com o trato digestério de algumas espécies de
formigas revelaram a presenca de uma rica flora bacteriana que poderia
exercer funcdo simbionte (SAUER et al.,, 2000, BILLEN e BUSCHINGER,
2000). Jaffé et al. (2001) sugeriram a hipbtese de que os microrganismos
encontrados no intestino de formigas do género Cephalotes forneceriam
nutrientes para as formigas através da sintese de aminoacidos. Nao é
conhecido quando e como as formigas adquirem as bactérias do meio
ambiente, mas elas as transmitem para as formas jovens. Elas cultivam as
bactérias em seus tratos digestérios e, eventualmente as utilizam como
alimento. Nao ha na literatura trabalhos que mostrem bactérias no trato
digestério de formigas que ocorrem em ambiente urbano ou hospitalar; porém,
estas podem estar coletando bactérias no ambiente, e permitindo que ocorra
desenvolvimento nos seus tratos digestorios.

No caso de infestacdo por formigas nestes ambientes, os inseticidas
empregados de forma tradicional (sprays, liquidos ou pés) nao funcionam para
espécies de pequeno tamanho e poliginicas, e geralmente produzem
problemas maiores dos que os apresentados anteriormente ao inicio do
tratamento. As principais espécies encontradas em hospitais sdo exdticas e
apresentam populacdes unicoloniais, que podem estar representadas em
varios pontos do hospital (BUENO e FOWLER, 1994).
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3.1. Principais espécies encontradas em ambientes urbanos

Algumas espécies de formigas sdo neutras em relacdo aos aspectos
econdmicos da humanidade. Porém, as formigas em geral exercem um papel
de grande importancia nos ecossistemas pela acdo de aeracdo e
movimentacdo do solo, como também de decomposicdo de substancias
organicas, colaborando com a ciclagem de nutrientes (HOLDOBLER e
WILSON, 1990). Existem também as formigas andarilhas ou “tramp species”,
que vivem em intima associacdo com o homem e sdo distribuidas por todo o
mundo (PASSERA, 1994).

A maioria de espécies de formigas nas areas urbanizadas nao apresenta
comportamento agressivo intra-especifico, 0 que permite formar uma estrutura
social do tipo unicolonial, na qual operarias e rainhas podem se deslocar entre
ninhos sem agressao (CHEN e NONACS, 2000). Este tipo de estrutura social €
comum em espécies de formigas introduzidas que se tornaram praga como
Anoplolepsis longipes, Cardiocondyla emeryi, Monomorium pharaonis,
Wasmannia auropunctata, Paratrechina longicornis, Pheidole megacephala,
Tapinoma melanocephalum e Linepithema humile, entretanto esse
comportamento é raro nas espécies nativas (CHEN e NONACS, 2000).

A espécie Monomorium pharaonis €, provavelmente, originaria do Norte
da Africa e foi transportada acidentalmente pelo homem para muitas partes do
mundo através do comércio maritimo (ROBINSON, 1996). Geralmente, a
fundacdo de novas colbnias dessa espécie ocorre através da sociotomia ou
fragmentacdo da colénia, com a disseminagdo de individuos de diferentes
estagios do desenvolvimento levados pelas operarias, com ou sem rainhas
(BERNDT e EICHELER, 1987). Fazem ninhos em diversos locais podendo
infestar aparelhos eletrénicos e outros eletrodomésticos, e ndo apresentam véo
nupcial (BUENO e CAMPOS —FARINHA, 1999a).

Monomorium floricola, pertencente a familia Myrmicinae, € considerada
uma das principais espécies exoéticas presentes nas cidades brasileiras
(BUENO e CAMPOS —FARINHA, 1999a).
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Outras formigas de ocorréncia em ambientes urbanos sao da espécie T.
melanocephalum, que é originaria da Africa tropical e recebe a denominagao
popular de formiga fantasma. Seus ninhos sdo construidos tanto fora como
dentro das casas, sdo pouco estruturados e mudam constantemente de local,
provavelmente pela migracdo de uma ou mais rainhas acompanhadas de
operarias. Sua preferéncia é por alimentos adocicados e tem mostrado ser uma
importante praga no Sudeste do Brasil (CAMPOS-FARINHA et al.,, 1997;
BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1998; 1999a, 1999b).

A espécie P. longicornis (formiga-louca) também é originaria da Africa
Tropical. Geralmente essas formigas constroem seus ninhos fora dos prédios e
entram a procura de alimento formando trilhas com operarias que andam de
maneira irregular, o que originou o seu nome popular. Também aboliram o v6o
nupcial e o acasalamento ocorre na entrada do ninho (BUENO e CAMPOS —
FARINHA, 1999a).

O género Camponotus (formiga carpinteira) tem espécies nativas do
Brasil, embora seja cosmopolita, e abrangem mais de 900 espécies dificilmente
identificadas. Sao polimérficas e podem fazer seus ninhos em cavidades ou
preferencialmente em arvores, batentes de portas e janelas, rodapés ou dentro
de gavetas e forros de madeira. Possuem ninhos satélites e tem preferéncia
por substancias adocicadas, podendo também se alimentar de pedacgos de
carne (BUENO e CAMPOS — FARINHA, 1999a).

3.2. Simbiose entre insetos e bactérias

O termo simbiose (do grego simbios ou vivendo juntos) foi primeiramente
introduzido por Anton de Bary em 1879, como uma “associagdo permanente
entre dois ou mais organismos distintos especificos, pelo menos em parte do
ciclo de vida” (ROSARIO et al., 2004).

O género Wolbachia compreende o grupo das mais abundantes
bactérias endosimbiontes, e foi primeiramente descoberta no mosquito Culex
pipiens (HERTIG e WOLBACH, 1924). Estima-se que ocorra em 20 a 75% de
todas as espécies de insetos (JEYAPRAKASH e HOY, 2000). As primeiras
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observacodes estruturais descrevem a Wolbachia como pequena (0,5 a 1,5 um)
e pleomorfica, de forma esférica e alongada (TAYLOR et al., 1999).

Nos insetos infectados, a Wolbachia é detectada em quase todos os
tecidos, mas nao no esperma. As infeccdes por Wolbachia sdo maternalmente
herdadas através da transmissdo das fémeas para seus ovos antes da
oviposicdo (MORAN e BAUMANN, 1994).

O parasitismo reprodutivo pode evoluir quando a infec¢do bacteriana é
herdada através de um Unico sexo da populacdo hospedeira. Portanto, a
pressao seletiva direta no simbionte ocorre somente através do sexo que é
responsavel pela transmissdo. Como a Wolbachia € maternalmente transmitida
para os embrides através do citoplasma da fémea hospedeira, os machos sao
um final evolucionario para as infeccdes de Wolbachia, e ndo ha selecao direta
para a simbiose benéfica em machos infectados. Pelo contrario, exemplos
mostram que as infecgdes por Wolbachia diminuem o desempenho dos
machos: incompatibilidade citoplasmatica (HOFFMAN e TURELLI, 1997), morte
de machos (HURST et al., 1991), partenogénese (STOUTHAMER et al., 1993)
e feminizacao (ROUSSET et al.,1992).

A incompatibilidade citoplasmatica &€ a manipulagdo reprodutiva que
mais tem atraido a atencdo dos cientistas. Em insetos hospedeiros
haplodiploides com partenogénese arrenétoca, a inducdo de perda de
cromossomos paternais resulta em crias de machos somente (DOBSON e
TANOUYE, 1998).

Embora os mecanismos de acdo do sistema de incompatibilidade
citoplasmatica ndo estejam completamente esclarecidos, ja foram realizados
trabalhos aplicados que utilizam mosquitos de importancia médica, como Culex
quinquefasciatus (C. pipiens fatigans Wiedemann), transmissor da filariose.
Machos com incompatibilidade citoplasmatica foram soltos repetidamente
numa populacao relativamente isolada, com a intencao de reduzir a reproducao
do vetor e interromper a transmissao da doenga. Os ovos foram coletados no
campo e monitorados para a emergéncia. Durante o periodo do experimento, a
emergéncia caiu de 95,7 para 0% (LAVEN, 1967). O sucesso dessa estratégia

para a supressao de populagdes no campo leva a determinacédo de adaptacao
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da metodologia para alvos adicionais, incluindo espécies de pragas
economicamente importantes (BROWER, 1979).

O género Wolbachia ja foi encontrado em mais de 90 espécies de
formigas (WHENSELEERS et al.,, 1998, JEYAPRAKASH e HOY, 2000),
incluindo algumas espécies classificadas como pragas urbanas, como P.
longicornis, M. floricola, M. pharaonis, Linepithema humile e T.
melanocephalum.

Em uma andlise realizada com a espécie L. humile, foi possivel verificar
que existem duas diferentes linhagens de Wolbachia, que teriam se tornado
especializadas em formigas do Novo Mundo e do Velho Mundo. Foi sugerido
também que a Wolbachia nao seria especializada em grupos taxondmicos.
Porém, o fato de terem sido avaliadas somente formigas provenientes de
laboratério pode nao refletir a identidade da Wolbachia em populacoes
naturais. No entanto, praticamente nada é conhecido a respeito da interagéo
entre a bactéria e seus hospedeiros, as causas e conseqliéncias da infeccao,
os modos de transmissao bacteriana dentro de uma mesma espécie ou em
espécies diferentes (TSUTSUI et al., 2003).

A auséncia de Wolbachia na maioria das populagdes introduzidas de
trés espécies de formigas (L. humile, S. invicta e S. richteri) confirma a hipétese
de que estes patdbgenos pudessem limitar o sucesso das invasoras
(WHENSELEERS et al., 2002).

Algumas formigas apresentam bactérias intracelulares simbidticas nas
suas células epiteliais do intestino médio, denominadas bacteriécitos e
acredita-se que esses simbiontes sejam derivados de um ancestral comum.
Baseados em dados moleculares, foram construidas arvores filogenéticas para
caracterizar a posicao sistematica dos simbiontes e estimar a relacdo entre
eles e seus hospedeiros. As andlises mostraram que os endosimbiontes
aparecem conectados com a Familia Enterobacteriaceae, mas nao constituem
um grupo monofilético, enquanto em trés géneros da Tribo Camponotini
(Camponotus, Colobopsis e Polyrhachis), os endosimbiontes e seus
hospedeiros formam um agrupamento. Isso levou a conclusdo de que os

endosimbiontes das formigas tiveram origens multiplas, e que em Camponotini,
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simbiontes ancestrais coevoluiram com seus hospedeiros (SAMESHIMA et al,
1999).

E estimado que pelo menos 15 a 20% de todos os insetos vivam em
simbiose com microrganismos (BUCHNER, 1965), cujas relagbes estao
devidamente registradas na literatura (DASH et al., 1984, DOUGLAS, 1989,
CORSARO et al.,, 1999). Segundo Pereira e Stimac (1997), bactérias
associadas com formigas podem ser divididas em trés classes: associacdes
nao patogénicas com adaptacdes ecologicas no desenvolvimento do ninho,
patdgenos verdadeiros encontrados infectando as formigas e patdgenos de
outros insetos introduzidos nas formigas.

Schroder et al. (1996) caracterizaram as bactérias endosimbiontes
presentes no género Camponotus, onde os bacteriécitos sdo encontrados no
ventriculo, em rainhas e operarias. Eles apresentam uma morfologia diferente
das células epiteliais normais e carregam um grande numero de bactérias
Gram-negativas livres no citoplasma. Tais bactérias ndo sdo observadas em
células epiteliais proximas, mas sao encontradas intracelularmente em
ovocitos, evidenciando claramente a transmissdo maternal das bactérias. A
arvore filogenética dos endossimbiontes das formigas reflete a classificacao
sistematica e a distribuicdo geografica de seus insetos hospedeiros, indicando
uma co-evolugao muito préoxima a de seus endossimbiontes e uma transmissao
vertical das bactérias.

A presenca de endosimbiontes em formigas foi relatada pela primeira
vez em Camponotus ligniperda e Formica fusca (Formicini) por Blochmann
(1892), que descreveu uma forte associacdo entre as bactérias encontradas
nos tecidos do intestino médio e nos ovarios dessas formigas. Muitos géneros
da subfamilia Formicinae sdo conhecidos como hospedeiros de bactérias,
incluindo Camponotus, da tribo Camponotini, o género Formica da tribo
Formicini, e o género Plagiolepis, na tribo Plagiopedini (BUCHNER, 1965,
DASH et al., 1984).

Os endosimbiontes sao restritos as células do hospedeiro caracterizadas
pela morfologia e localizacao particulares, denominadas micetécitos. Eles séo

observados principalmente em sete ordens de insetos: Blattaria, Hemiptera,
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Anoplura e Coleoptera e em algumas ordens de Mallophaga, Diptera e
Hymenoptera (DOUGLAS, 1989). Nesta ultima, a tribo Camponotini que retne
14 géneros, a endosimbiose nos micetécitos parece ser comum entre eles
(DASH et al., 1984).

Billen e Buschinger (2000) caracterizaram morfologicamente e ultra-
estruturalmente uma camara presente exclusivamente no trato digestivo de
formigas do género Tetraponera denominada de bolsa bacteriana. O
suprimento traqueolar conspicuo ilustra a atividade metabdlica na bolsa,
enquanto a diferenciagcdo microvilosa encontrada no epitélio cilindrico da sua
parede proximal pode ser interpretada na captura de metabdlitos provenientes
do lumen da bolsa. O significado funcional desta estrutura nao foi determinado,
embora a presenca de uma grande quantidade de bactérias indique uma
funcdo simbidtica.

Yurman e Dominguez-Bello (1993) caracterizaram a microflora
fermentativa do trato digestério de formigas das espécies Cephalotes atratus e
Zacryptocerus pusillus. Individuos de ambas as espécies apresentaram uma
densidade de 10° bactérias por grama de 6rgdo digestivo (ventriculo, fleo e
reto). As linhagens de bactérias eram na maioria anaerdbias facultativas e
produtoras de H.S e ndo apresentam atividades celulésicas ou degradantes de
acido urico. A presenca de microrganismos no ventriculo de C. atratus e Z
pusillus foi anteriormente reportada por Caetano e Cruz-Landim (1985).

Jaffé et al. (2001) identificaram mais de dez tipos de microrganismos
diferentes presentes no intestino de Cephalotes pusillus (Cephalotini) com
resisténcia a diferentes tipos de antibiéticos (nistatina, penicilina, e ampicilina).
As bactérias encontradas pertencem aos géneros Corynebacterium,
Brevibacterium, Sphingobacterium, Ochrobactrum, Myroides, Brevundimonas,
Alcaligenes, Stenotrophomonas, Moraxella e Pseudomonas. Tais bactérias séo
comumente encontradas vivendo livres no solo, 0 que sugere que as formigas,
provavelmente alimentam-se das bactérias encontradas nas superficies foliares
e no solo e estas se reproduzissem em seus tratos digestorios.

A filogenia das bactérias e de seus hospedeiros do género Camponotus

apresenta um alto nivel de congruéncia, fornecendo evidéncias significativas da
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co-especiacao das bactérias e das formigas e a transmissdao maternal de
simbiontes (SAUER et al., 2000).

Operérias e rainhas de Solenopsis invicta foram submetidas a
alimentacdo com dieta repleta de bactérias para a avaliacdo de quais seriam
ingeridas. Foram utilizadas as bactérias Serratia marcescens, Bacillus
thuringiensis e Bacillus sphaericus e todas foram excluidas do intestino de
operarias e rainhas (JOUVENAZ et al., 1996). No entanto, foram determinadas
relacbes entre formigas dessa espécie e outros tipos de microrganismos,
presentes como parte de sua microbiota interna. Foram isoladas 5 espécies de
leveduras: Candida parapsilosis, Candida lipolytica, Candida gquillermondli,
Candida rugosa e Debaryomyces hansenii, na hemolinfa dos adultos e no
mecoOnio de larvas, sugerindo funcdo nutricional e uma associacdo nao
ocasional. Os dados também indicaram que a presenca de leveduras nao
diminuiu a biomassa das colénias (BA e PHILLIPS, 1996).

A demonstracao inequivoca dos efeitos cooperativos da microbiota do
intestino dos insetos requer o uso de métodos microbiol6gicos quantitativos
utilizando-se de modelos “in vivo”, o que limita o trabalho. Avancos nos estudos
da diversidade microbiana no trato digestério dos insetos resultaram na
deteccdo de varias novas espécies, porém a populacdo enddégena deve ser
distinguida da transitéria. A caracterizacdo da microbiota deve ser relacionada
ao seu papel biolégico, porgue mesmo se houver grande variacao entre a
composicdo e o tamanho da populacdo de bactérias entre insetos
individualmente, deve haver estabilidade funcional (DILLON e DILLON, 2003).

3.3. Presenca de formigas em hospitais

Alguns dos problemas causados pelas formigas em ambientes
hospitalares incluem varios tipos de irritacoes e lesées na pele, além de causar
rejeicdo psicolégica e poder falsear resultados laboratoriais ao passarem de
uma placa para a outra (EICHELER, 1990).
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Além da presenca de bactérias endossimbiontes em formigas de varios
géneros, podem ser encontrados na literatura trabalhos que indicam que elas
poderiam atuar como vetores mecanicos de bactérias. Tal fato foi inicialmente
demonstrado por Beatson (1972) e mais tarde por Edwards e Baker, (1981), na
Inglaterra. Foi relatado por Ipinza-Regla et al. (1981) no Chile, por Eicheler
(1990), na Alemanha, por Chadee e Maitre (1990) em Trinidad e por Fowler et
al. (1993), Pecanha (2000) e Zarzuela et al. (2005), no Brasil.

No Hospital Central da Santa Casa de Sao Paulo, andlises de 50
formigas revelaram que em 90% dos casos foram encontradas bactérias
causadoras de infeccdo hospitalar, entre as quais estdo Bacillus subtilis
(33,4%), Citrobacter (26,6%), Enterobacter (11,1%), Proteus (4,5%) e Serratia
(4,5%) (MIMICA et al., 1984).

A formiga-do-fara6 (M. pharaonis), como resultado de sua intensa
atividade, pode servir como vetor mecéanico de doencas. Elas coletam germes
no ambiente ou consumindo o0s corpos de vespas, baratas e moscas mortas.
Podem ser encontrados em formigas provenientes de hospitais: Streptococci,
Enterococci, Micrococcus pyogenes var. aureus, Micrococcus var. albus,
Proteus vulgaris, Escherichia coli e Alcaligenes faecalis (EICHELER, 1990).

Outros estudos realizados com a mesma espécie demonstraram que tais
formigas podem ser vetores de um grande numero de bactérias, incluindo as
patogénicas como Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Klebisiella
ozaenae, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Staphylococcus
epidermidis e Yersinia pestis (HUGHES et al, 1989). Podem também estar
associadas a transmissao mecanica de Pasturella pestis depois de se alimentar
em animais contaminados por peste bubénica (ALEKSEEV et al., 1972).

Num hospital de Trinidade, quatro espécies de formigas foram coletadas
e identificadas como: M. pharaonis, T. sessile, S. molestus, e Solenopsis sp.
(CHADEE e MAITRE, 1990). Segundo Bueno e Fowler (1993), as espécies
dominantes encontradas em hospitais do Brasil eram formigas exéticas e no
maior hospital estudado T. melanocephalum foi a espécie predominante, sendo
que P. longicornis foi a segunda espécie mais encontrada.
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Sao conhecidas 23 espécies de formigas em hospitais publicos de Ilhéus
e Itabuna (BA, Brasil), sendo 9 exéticas (DELABIE et al., in: Fontana, 1999). A
maioria ocorre também nas habitagdes da mesma regido (DELABIE et al.,
1995). Um pouco menos da metade dos ambientes hospitalares revelaram a
presenca de T. melanocephalum e cerca de 10% dos ambientes amostrados
sdo também visitados por Solenopsis globularia ou S. geminata em llhéus,
enquanto sao mais frequientados por Pheidole megacephala em Itabuna. Os
resultados preliminares do estudo em hospitais nesta regido indicaram que
26,7% das formigas (P. longicornis, P. megacephala e T. melanocephalum)
eram portadoras de bactérias potencialmente patogénicas. Os microrganismos
associados as formigas foram: Acinetobacter baumannii, Bacillus spp.,
Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
estafilococos coagulase negativos (ECN) e Streptococcus viridans (FONTANA
et al., 1999).
Nos 2 hospitais que compdéem o Conjunto Hospitalar de Sorocaba,
SP., foram realizadas coletas de formigas por Pecanha (2000). O Hospital A
apresentou menor diversidade de formigas, predominando a espécie C.
atriceps, de habito essencialmente noturno. O Hospital B apresentou maior
diversidade de espécies de formigas, sendo verificadas 7 espécies distintas: T.
melanocephalum, P. longicornis, M. pharaonis, Brachymyrmex sp., M. floricola,
Camponotus sp., € Crematogaster sp. As bactérias carreadas pelas formigas
(66,7% das cepas isoladas eram Gram negativas) apresentaram niveis de
resisténcia quantitativamente e qualitativamente mais elevados que as
bactérias recuperadas do ambiente, indicando as formigas como possiveis vias
de dispersao de resisténcia dentro do ambiente hospitalar.

No mesmo ano, foi realizado por Terossi (2000) um monitoramento de
formigas no Hospital “Sociedade Operaria Humanitaria” em Limeira SP. Foram
identificadas 7 espécies de formigas nativas do Brasil: Camponotus rufipes, C.
atriceps, Wasmannia auropunctata, Pheidole sp.1 e sp.2, Brachymyrmex sp., e
Solenopsis sp., além de 3 espécies exéticas : M. floricola, P. longicormis e T.
melanocephalum. Houve a predominancia de P. longicornis na area externa e

de M. floricola no interior do conjunto hospitalar.
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O levantamento por meio de iscas nao tdxicas revelou a presenca de
10 espécies de formigas em um pequeno hospital no Estado de Sdo Paulo. A
espécie mais abundante foi M. floricola, seguida de P. longicormis. Ambas
distribuiram-se em varios setores, sendo que onde a densidade de M. floricola
era maior, ndo eram encontradas exemplares da espécie P. longicornis,
embora o contrario ndo ocorresse. L. humile foi encontrada na area externa e
sua ocorréncia excluiu outras espécies de formigas (ZARZUELA et al., 2002).

Formigas das espécies T. melanocephalum e P. longicornis, coletadas
em residéncias e cozinhas industriais, também foram avaliadas
microbiologicamente para avaliar o potencial de transporte de bactérias
patogénicas. Foram isoladas bactérias dos géneros Staphylococcus,
Acinetobacter, Enterobacter e Klebsiella (ZARZUELA et al., 2005).

3.4. Bactérias patogénicas

As infeccdes hospitalares ou infeccbes nosocomiais (origem grega:
nosos: doenca, komeion: tomar cuidado) séao infec¢des adquiridas no hospital,
ndao — manifestas ou fora do periodo de incubagdo no ato da admissédo, a
menos que estejam relacionadas a internagdo prévia no mesmo hospital
(MARTINS, 1989). As espécies bacterianas mais freqlientemente encontradas
como responsaveis por infecgcdes hospitalares sdo agrupadas como bacilos
Gram negativos e cocos Gram positivos (SILVA, 1999).

Dentre as bactérias Gram positivas, o Staphylococcus aureus é o
principal agente etioldgico, sendo encontrado nas regides nasal, orofaringea e
nas maos. Os membros do género Staphylococcus sao catalase positivos,
medindo de 0,5 a 1,5 um de didmetro. Sdo amplamente distribuidos na
natureza, sendo principalmente encontrados na pele, glandulas da pele e
membranas mucosas de mamiferos e passaros. As linhagens de S. aureus que
sdo coagulase positivas sdo bem documentadas como patégenos humanos
oportunistas. Como um patégeno nosocomial, S. aureus é o maior responsavel
pela mortalidade de pacientes. As infeccées que podem ser produzidas incluem
bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite aguda, pericardite e
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abcessos nos musculos, trato urogenital, sistema nervoso central e varios
orgaos intra- abdominais (KLOOS e BANNERMAN, 1995).

O  Staphylococcus  coagulase-negativo  (ECN),  anteriormente
considerado apenas um contaminante comum da pele, hoje representa um
patdbgeno importante na sepse associada ao cateter vascular e a nutricao
parenteral (MARTINS, 1989). Sdo componentes da microflora humana normal.
Pode estar associado com infecgoes, especialmente a espécie S. epidermidis,
causando bacteremias, infecgdes cardiacas, infeccoes no sistema nervoso
central, em préteses e artefatos ortopédicos (KLOOS E BANNERMAN, 1995).

As bactérias Gram positivas do género Streptococcus catalase
negativas, apresentam forma esférica ou ovdide e possuem menos de 2 um de
didmetro. Sdo0 comumente encontrados como flora normal em humanos e
outros animais, colonizando a pele e membranas mucosas, podendo ser
isolados como parte da flora normal de tratos digestério, respiratorio e genital.
A espécie S. pneumoniae € um importante agente da pneumonia comunitaria,
que pode ser acompanhada de bacteremia (RUOFF, 1995).

Os enterococos representam outro importante grupo de bactérias Gram
positivas, sendo responsaveis por bacteremias, endocardites, infeccoes
urinarias e meningite (HUNT, 1998). Cerca de 80 a 90% das infeccdes
provocadas pelo género Enterococcus sao causadas por Enterococcus faecalis
(RUBIN et al., 1999). Podem persistir em quase todos os ambientes, sendo
encontrados no solo, alimentos, agua, animais, passaros e insetos. Em
humanos habitam o trato gastrointestinal e genitourinario (FACKLAM e SAHM,
1995).

A familia Bacillaceae compreende um grupo muito diverso de bactérias
formadoras de esporos, e os dois principais géneros sao Bacillus e Clostridium.
O género Bacillus inclui 51 espécies descritas e muitas outras adicionais de
taxonomia incerta. As células sdo Gram positivas ou Gram variaveis, medindo
de 0,5a 1,2 um de largura e 2,5 a 10 um de comprimento, ocorrendo solitarias
ou em cadeias que podem ter muitas células. As espécies de Bacillus sao
saprofitas e estao distribuidas na natureza, particularmente no solo, de onde se
espalham através do p6 e da agua, e em materiais oriundos de plantas e
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animais. A maioria das espécies de Bacillus tem pouco ou nenhum potencial
patogénico, sendo raramente associadas com doengas no homem ou animais.
As principais excegdes sao o B. anthracis, causador do antraz e o B. cereus,
causador de intoxicacdes alimentares (TURNBULL e KRAMER, 1995).

Em decorréncia de estresse de diferentes origens, pacientes
hospitalizados sao particularmente sensiveis a colonizagdo e a infeccao por
bacilos entéricos Gram negativos. As espécies de enterobactérias mais
freqientemente implicadas pertencem aos géneros Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella e Serratia (BIANCALANA e BORTOLETTO, 1997).

Os organismos da familia Enterobacteriaceae sdo Gram negativos, e
incluem os seguintes géneros de importancia clinica: Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter, Salmonella, Serratia, Klebsiella e Proteus, entre outros. Estdo
amplamente distribuidos em plantas e no solo, agua e intestinos de humanos e
animais. Linhagens de Enterobacteriaceae sdo associadas com abcessos,
pneumonias, meningites, sepses e infeccées de feridas, tratos urinario e
intestinal. Sao os maiores componentes da flora intestinal normal e
relativamente ndao comuns em outras partes do corpo (FARMER III, 1995).

A espécie Serratia marcescens é considerada importante patégeno
humano em infeccbes do trato urinario, feridas cirurgicas, pneumonia,
meningites e bacteremias (BERTHELQOT et al., 1999).

O género Citrobacter possui cinco espécies, sendo que a melhor
caracterizada é C. freundii, responsavel por sepses e infecgcdes de varios
tecidos (EWING E DAVIS, 1986). Duas espécies do género Enterobacter sao
normalmente isoladas de amostras clinicas: Enterobacter cloacae e
Enterobacter aerogenes, sendo causadores de infec¢cdes nosocomiais (GAVINI
et al., 1989).

Pseudomonas aeruginosa estd entre os trés principais agentes de
infeccdo urinaria nosocomial, depois de Escherichia coli e enterococos.
Possuem de 1 a 5 um de comprimento e 0,5 a 1,0 um de largura. Séao
encontrados em agua, no solo e nas plantas, incluindo frutas e legumes.
Devido as suas habilidades de sobrevivéncia em ambiente aquoso, séo
particularmente problematicos nos ambientes hospitalares (GILLIGAN, 1995). A
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espécie P. aeruginosa € bem estudada como patégeno nosocomial, podendo
provocar também pneumonias severas, infecgdes em feridas e bacteremias
(BERT et al., 1998).

O género Acinetobacter consiste em cocobacilos Gram negativos que
tém de 1 a 2,5 um de tamanho. As espécies do género Acinetobacter sao
amplamente distribuidas na natureza e no ambiente hospitalar, constituindo o
segundo nao fermentador mais comumente isolado (P. aeruginosa €& o
primeiro), sobrevivendo em superficies Uumidas e secas, e podendo estar
presentes na pele humana. A espécie mais freqlientemente isolada é o A.
baumanii, sequida por A. Iwoffii e A. haemolyticus. As doeng¢as mais comuns
sdo adquiridas nos hospitais e envolvem o trato respiratério, urinario, e feridas,
podendo progredir para uma sepse (GRAEVENITZ, 1995).

3.5. Controle de formigas

A dispersdao e o aumento das populacdes das formigas urbanas sao
facilitados por um conjunto de caracteristicas, dentre as quais se destacam: a
poliginia, populagdes unicoloniais, migragao das colénias, col6nias polidémicas,
reproducao por fragmentacao, pouca estruturacdo dos ninhos, operarias com
tamanho reduzido e acasalamento sem a ocorréncia de vdo nupcial
(PASSERA, 1994, BUENO e CAMPOS - FARINHA, 1999a).

Métodos convencionais de controle com aplicacées de inseticidas em
forma de pds ou aerossodis ndo sdo recomendaveis, pois as coldénias séo
normalmente encontradas em locais inacessiveis ou de dificil acesso e tendem
a migrar quando submetidas a condicdes desfavoraveis (GREEN et al., 1954).

Colénias de M. pharaonis foram controladas com utilizacdo de iscas de
piriproxifen em éleo de amendoim, por Vail e Williams (1995). Esta substancia
€ um analogo do horménio juvenil e reduz a postura de ovos pelas rainhas,
diminuindo a produgédo de cria € o numero de operarias devido aos efeitos
toxicos. As concentracdes utilizadas foram 0, 25%, 0,5% e 1%, sendo mais
efetivas do que as iscas comerciais. O mesmo principio ativo foi utilizado em

tratamentos de perimetro com dois tipos de iscas para controle de M.
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pharaonis. O nimero de operarias foi reduzido entre 84,5 % e 94,3% em duas
semanas, na isca formulada com 0,25% (VAIL et al., 1996).

Iscas baseadas em agua e glicose, contendo 1% de acido bérico e iscas
granulares com hidrametilnona a 0,9% foram utilizadas para controle de
colénias de T. melanocephalum, L. humile e M. pharaonis. A exposi¢cao
continua as iscas contendo acido bérico e hidrametilnona causaram reducdes
de 90% a 60% para operarias e cria em todas as espécies testadas,
respectivamente, por trés semanas (KLOTZ et al., 1996).

Em biosensaios de campo, iscas granuladas contendo methoprene a
0,5% foram avaliadas contra operarias de M. pharaonis em dormitérios de um
campus universitario americano. Os resultados indicaram que as iscas
utilizadas provocaram mais de 85% de reducdo apds quatro semanas
posteriores ao tratamento (YANG-LEE et al., 2003).

Iscas baseadas em agua e glicose, contendo 0,02% a 1% de acido
bérico foram avaliadas em laboratério segundo o consumo e eficacia contra a
formiga Solenopsis invicta. Altas concentracées de acido boérico (1%) foram
consumidas numa taxa menor do que o grupo controle (agua e agucar 10%).
Nas grandes col6nias expostas continuamente a 4 concentracées de acido
bérico (0,25; 0,5; 0,75 e 1%), operarias e crias foram reduzidas em 90% em
seis semanas. Portanto, baixas concentracées de acido bérico sdo necessarias
para toxicidade retardada e repeléncia reduzida (KLOTZ et al., 1997).

Um exemplo recente do sucesso da utilizacdo de iscas no controle de
formigas da espécie Solenopsis invicta foi registrado em fazendas de criagao
de peixes nos Estados Unidos. A aplicacdo de iscas contendo o horménio
regulador de crescimento metoprene reduziu a densidade da populacédo
estimada em 57%, num periodo de tratamento de 4 meses (Ol et al., 2004).

A toxicidade oral de compostos de boro foi avaliada em laboratério para
operarias de Linepithema humile, a formiga argentina. As formigas foram
alimentadas com agua e glicose (25%) contendo 1% de &cido bdrico,
tetrahidrato dis6dio octaborato e bérax. O tempo de mortalidade se deu em
funcdo da concentracdo de boro. Houve uma redug¢do do consumo quando a

concentracao foi superior a 1% ( KLOTZ et al., 2000).
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Utilizando colbnias de formigas argentinas, foram testados também os
inseticidas abamectin, acido borico, fipronil, hidrametilnona, imidracloprid e
thiamethoxam. As concentracdes baixas de fipronil e acido bérico foram as
que apresentaram os resultados mais promissores no controle de L. humile
(HOOPER-BUI e RUST, 2000, RUST et al., 2004).

Colbnias de laboratério de T. melanocephalum foram utilizadas para a
avaliacao de iscas de glicose contendo acido bérico, fipronil, hidrametilnona e
diflubenzuron. Fipronil (0,05%) causou 100% de mortalidade em todas as
colénias na primeira semana. O &cido boérico (0,5%) causou 100% de
mortalidade de rainhas, cria e operarias no final da terceira semana de
tratamento. Hidrametilnona (2%) causou o0 desaparecimento de 83% das
colénias ao final da quarta semana de tratamento, porém algumas rainhas
continuaram vivas até a nona semana. O tratamento com diflubenzuron (1%)
permaneceu similar as colénias do controle (ULLOA-CHACON e JARAMILLO,
2003).

Na preparacao de iscas téxicas eficientes e economicamente viaveis no
controle de formigas, é fundamental conhecer a qualidade e a forma de acao
dos ingredientes ativos. Este deve ser de acao retardada, degradavel quando
exposto ao ambiente, ndo apresentar efeito repelente, agir mesmo em baixas
concentracdes, ter agdo cumulativa por ingestao e apresentar baixa toxicidade
aos mamiferos (BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999b; SOEPRONO e RUST,
2004).

No entanto, em ambientes hospitalares ou areas de preparagdo de
alimentos a completa extincdo das formigas é desejavel (HEDGES, 1997).
Neste caso, inseticidas de acao rapida que previnem a entrada, o
forrageamento e o recrutamento poderiam ser mais adequados. Embora a
barreira quimica previna a entrada das formigas, qualquer lacuna pode permitir
a infestacdo, sendo necessaria a utilizagcao de tratamentos complementares e
mais abrangentes (RUST, 2001).
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4. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

1- verificar a presenca de bactérias patogénicas no trato digestério de
formigas coletadas em ambiente hospitalar, nos ninhos e larvas criadas no
laboratério, a fim de avaliar se estas poderiam servir como reservatérios.

2- analisar a existéncia de uma relacdao entre o ambiente em que se
encontra a formiga e as bactérias presentes externamente no seu corpo e no trato
digestério.

3- caracterizar a presenca de endobactérias por meio de extragdo de
DNA em formigas provenientes do laboratério.

4- paralelamente, realizar o levantamento e distribuicdo espacial das
espécies de formigas nos Hospitais: Centro de Saude de Sao Carlos e Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu e testar um
modelo de controle das espécies de formigas presentes no Hospital das Clinicas
da UNESP — Botucatu.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.Material
5.1.1. Formigas e larvas

As formigas adultas utilizadas neste trabalho foram provenientes de dois
ambientes hospitalares e de colénias mantidas em laboratério. As larvas foram
provenientes de ninhos mantidos nos formicarios dos laboratérios do Centro de
Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias de Rio Claro —
UNESP. Foram utilizadas as espécies: C. atriceps, T. melanocephalum, M.
pharaonis, M. floricola e P. longicornis

Também foram realizadas 12 coletas de formigas adultas no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu e 12 coletas no
Hospital Centro de Saude de S&o Carlos, ambas no periodo de um ano. No

Hospital de Botucatu, foram coletadas todas as espécies de formigas presentes
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nas iscas e uma amostragem (3 formigas por ponto de coleta) foi utilizada nos
ensaios microbiolégicos, ja no Hospital de Sao Carlos foi coletado o mesmo
namero de formigas por ponto amostrado, porém nao foram utilizadas iscas.

O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu
teve suas atividades iniciadas em 1967, com 48 leitos. Atualmente, sua
capacidade é de 474 leitos e 32 leitos na UTI. Conta com um corpo clinico
formado por 318 profissionais, além de um quadro de pessoal de enfermagem e
apoio, num total de 1813 funcionarios. Ocupa uma area de 45.127m2 e atendeu
em 2001, cerca de 1000 pessoas por dia, efetuando no total 411.776 consultas,
9427 cirurgias € 1.839.917 exames.

O Centro de Saude de Sao Carlos foi fundado em 1969, e conta hoje com
65 leitos entre enfermarias e UTI. Tem no seu quadro 120 profissionais e também
um corpo clinico de aproximadamente 80 médicos que prestam servicos ao

hospital.

5.1.2. Meios de cultura para isolamento e identificacao.

Os meios de cultura para isolamento das bactérias foram: caldo BHI (Brain
Heart Infusion): meios enriquecidos, agar Mac-Conkey para isolamento de
bastonetes Gram Negativos e agar mEnterococcus para isolamento de
enterococos.

Meios de culturas, testes e kits utilizados para a identificacao das bactérias:
EPM, MILi e agar Citrato de Simmons para identificacdo das enterobactérias, API
20 E (Bio- Mérieux) para identificacéo final das enterobactérias, APl 20 NE (Bio-
Mérieux) para identificagdo das ndo enterobactérias, teste de PYR, agar bile-
esculina e caldo com 6,5% de Na Cl para identificacdo de enterococos, plasma de
coelho para identificacao de Staphylococcus aureus. Outros meios de cultura com

acucares e aminoacidos também foram utilizados.
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5.1.3. Iscas

As iscas utilizadas durante o trabalho consistiram em tubos plasticos,
medindo 20 mm de comprimento e 5 mm de didmetro, com extremidades livres,
contendo uma mistura alimentar atrativa, composta de figado bovino desidratado,
bolo tipo pao-de-l6, mel na proporcéo 1:1:1 e 1% de éleo de amendoim (BUENO e
CAMPOS-FARINHA, 1999b). Para o caso do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da UNESP de Botucatu foi adicionado a esta mistura o principio ativo
sulfluramida na concentracao de 0,1%, para controle das espécies de formigas.
Para as formigas da espécie P. longicornis e do género Brachymyrmex, foi
utilizada uma isca liquida contendo agucar e 1% de &cido bérico. A figura 1
apresenta o tubo plastico contendo a isca sélida e o tubo de vidro contendo isca
liquida.

Figura 1: Iscas utilizadas no modelo de controle: A — tubo
plastico contendo isca sélida no seu interior, B — tubo de
vidro contendo isca liquida.
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5.2.Método

5.2.1. Distribuicao e identificacao das espécies de formigas

No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu
foram utilizadas planilhas de monitoramento contendo informagbes sobre o
ambiente de estudo, descricdo da area de cada ponto de coleta e anotacdes
sobre 4 tipos de situacdes: sem formigas (N), formigas fora da isca (SF), formigas
na isca (Sl) e tubo vazio (V). Esses dados foram suficientes para estimar o indice
de infestacdo do ambiente e possibilitar montagem de diagramas ao longo do
tempo, mostrando a ocupacgédo espacial das varias espécies de formigas e a
temporal. No Centro de Saude de S&o Carlos ndo foram utilizadas iscas, as
formigas foram coletadas segundo um sistema de procura ativa.

Os exemplares foram coletados e fixados em alcool 80%. Posteriormente,

as formigas foram montadas com alfinetes entomoldgicos e submetidas a
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identificacao, utilizando chaves pictéricas (BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999a)

e quando necessario foram utilizadas chaves completas (BOLTON, 1994).

5.2.2.Coleta de formigas

5.2.2.1. Formigas adultas de Laboratério

As formigas provenientes dos ninhos mantidos em laboratério foram
coletadas com o auxilio de pincas de pontas finas, anestesiadas por resfriamento
(-4°C), esterilizadas no alcool 70% e posteriormente dissecadas. Para as formigas
da espécie P. longicornis e M. pharaonis uma parte do ninho foi mantida em
bandeja e resfriada a -4°C, para as demais espécies o0s individuos eram
congelados individualmente.

Ap6s a coleta, as operarias adultas foram dissecadas sob lupa numa
camara de fluxo laminar previamente esterilizada com luz U.V., e os seus tratos
digestérios foram retirados sobre uma zaragatoa estéril, a fim de que nao se
perdesse conteudo interno. Ap6s o rompimento do gaster e coleta do conteudo do
trato digestorio, as zaragatoas eram introduzidos em tubos contendo BHI e
incubados a 36°C. Foram dissecados 100 exemplares para cada espécie das
formigas: C. atriceps, T. melanocephalum, M. pharaonis, M. floricola e P.
longicornis. A Figura 2 apresenta a disseccao de operaria da espécie T.
melanocephalum e a Figura 3 apresenta a disseccao de operaria da espécie C.

rufipes.
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Figura 2: Dissecgcao de operaria da espécie T. melanocephalum. A: operéaria da
espécie T. melanocephalum sobre zaragatoa; B: Dissecc¢ao do gaster da operaria;
C: rompimento do gaster da formiga com pinca e retirada do contetdo do trato
digestorio; D: contetdo do trato digestorio sobre zaragatoa estéril. Aumento 50X.
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C

Figura 3: Disseccao de operaria da espécie C. rufipes. A: operaria da espécie
C. atriceps sendo dissecada com pingas sobre zaragatoa estéril; B: retirada do
conteudo do trato digestério com pingas; C: conteudo do trato digestorio sobre

zaragatoa estéril. Aumento 40X.

5.2.2.2. Larvas

Para a analise da presencga de bactérias nas larvas, estas foram retiradas
dos ninhos no laboratério com auxilio de pinca estéril e foram introduzidas em
tubos contendo BHI, para crescimento de bactérias em estufa. Metade das larvas
coletadas foi levada para fluxo laminar para que fossem rompidas com pinga
estéril no momento em que eram introduzidas no tubo com BHI, a fim de
verificarmos as bactérias presentes internamente nas larvas. Foram utilizadas 80
larvas para as espécies M. floricola e M. pharaonis, sendo que metade delas foi
colocada inteira nos tubos e as demais foram rompidas. Para as espécies T.
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melanocephalum e C. rufipes foram utilizadas 20 larvas cada. Para a espécie P.
longicornis foram analisadas 30 larvas. O numero total de larvas utilizadas nestes
bioensaios variou de acordo com a disponibilidade das larvas em ninhos do
formicario do CEIS-Centro de Estudos de Insetos Sociais, de acordo com a

espécie € mais abundante a presenca de larvas nos ninhos.

5.2.2.3. Ambiente hospitalar

As coletas nos hospitais foram realizadas tanto através da verificacao
visual da presenca de formigas, com a utilizacdo de iscas atrativas. Foi usado um
sistema de monitoramento, onde foram determinados aproximadamente 200
pontos de observacao, sendo que 10 % deles estavam localizados na area
externa e o restante na area interna. Para o Hospital de Sao Carlos,
proporcionalmente muito menor, foram utilizados aproximadamente 4 dos pontos.
Para estimar o indice de infestacado foi utilizada uma regra de 3, calculando-se o
namero total de pontos infestados multiplicado por 100 e dividido pelo numero
total de pontos existentes no hospital.

A colocacao das iscas foi realizada no periodo da manha (entre 7 e 9
horas). Apds 2 a 4 horas de exposi¢ao, elas foram verificadas e anotadas em
planilha quanto a presenca ou auséncia de formigas. Onde houve presenca de
formigas, foram escolhidos 5 pontos de amostragem para coletas, para que as
formigas fossem dissecadas para posterior processamento e isolamento de
enterobactérias. Em cada ponto foram coletadas 3 formigas para dissec¢do em
laboratério, totalizando 15 amostras por coleta e 180 ao final do periodo de 12
meses. Parte delas foi colocada em alcool 80 % para posterior identificacao das
espécies.

Foram realizadas 12 coletas no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da UNESP de Botucatu, no periodo de outubro de 2003 a agosto de
2004, totalizando 2500 pontos de amostragem e 180 amostras de formigas para

disseccéo.
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No Centro de Saude da Sao Carlos também foram realizadas 12 coletas,
iniciadas em margo de 2004, foram amostrados 240 pontos e foram coletadas 180
amostras de formigas para dissecgéo.

5.2.3. Coleta das formigas utilizadas para amostragem bacterioldogica

5.2.3.1. Ambiente

Nas superficies dos locais onde foram realizadas as coletas de formigas no
hospital foram realizados esfregacos com o auxilio de zaragatoa estéril, que foi
imediatamente introduzida em um tubo de cultura contendo BHI. Também foram
realizados esfregagcos com zaragotoa estéril no interior de 10 ninhos das formigas
mantidas em laboratério para isolamento das espécies de bactérias presentes.
Foram utilizados 10 ninhos de laboratério das espécies P. longicornis e M.
floricola, foram coletadas aleatoriamente 10 formigas de cada ninho e introduzidas
em BHI. Na figura 4 encontra-se o tubo com BHI e uma zaragatoa utilizada nas
coletas de amostras e na figura 5 algumas das provas bioquimicas utilizadas para
Bacilos Gram Negativos.

Figura 4: Tubo de ensaio contendo BHI (“Brain Heart Infusion”),

meio rico para crescimento de bactérias.
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Figura 5: Provas bioquimicas utilizadas para Bacilos Gram
Negativos: EPM, Mili, e Citrato de Simons estéreis (esquerda) e
apos o crescimento de microrganismos (direita), placa de &agar

Dnase com crescimento de col6nias e formacéao de halo.

5.2.3.2. Formigas — Analise externa

As formigas encontradas nos diferentes ambientes foram coletadas com o
auxilio de pincas de pontas finas estéreis e colocadas em tubos de ensaios
esterilizados, para a posterior dissecgdo. Outros exemplares da mesma espécie
foram introduzidos em frascos contendo BHI, para verificar a presenca de
bactérias sobre seus corpos.

5.2.3.3. Formigas adultas — presenca de endobactérias

Para a analise microbiolégica das partes internas das formigas, foram
coletados 3 exemplares para cada ponto de amostragem, o conteudo do tubo
digestorio foi retirado com o rompimento do gaster realizado com pingas estéreis
sobre uma zaragatoa previamente esterilizada. A disseccao foi realizada sob lupa
no interior de uma camara de fluxo laminar esterilizada previamente com luz U.V.
O conteudo do trato digestério sorvido pela zaragatoa foi imediatamente
introduzida em um tubo de ensaio contendo BHI e incubado a 35°C. Os tubos

sem crescimento visivel apds 48 horas de incubagao foram descartados.
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Foram realizadas 12 coletas em cada hospital para isolamento de bactérias
do trato digestério, do corpo e do ambiente onde se encontrava a formiga. Para
cada ponto de coleta dentro do hospital foram dissecados 3 exemplares,
totalizando 15 amostras por coleta e 180 ao final do periodo de 12 meses.

5.2.4. Processamento das amostras

Os tubos de BHI que acusaram presenca de bactérias, ou seja, que
turvaram apdés 24 ou 48 horas, foram submetidos a plagueamento por
esgotamento nos meios de cultura agar - Sangue e agar MacConkey. As placas
semeadas foram incubadas a 35°C por 24 horas. As colbnias isoladas foram pré-
caracterizadas macroscopicamente pela morfologia colonial, € microscopicamente
pela forma, arranjo e reacéo tintorial das células a coloracdo de Gram (LENETTE,
1980).

5.2.5. Identificacao dos microrganismos.

A metodologia utilizada no isolamento e identificagcdo das bactérias foi
aquela descrita por Koneman (1997). As cepas isoladas foram submetidas as
provas de identificagdo classicas. Embora também possam causar episodios de
infeccdo hospitalar, os Bacilos Gram positivos formadores de esporos foram
considerados contaminantes do meio ambiente.

Os cocos Gram positivos foram submetidos a prova da catalase e os cocos
que foram catalase positivos foram semeados em meio agar Dnase e foi realizada
a prova de coagulase. Foram considerados Staphylococcus aureus as cepas de
cocos Gram positivos, catalase, Dnase e coagulase positivos. Os cocos Gram
positivos catalase negativos foram semeados em meio agar mEnterococcus para
isolamento de enterococos e foi verificada a capacidade de crescimento em NaCL
6,5% e hidrélise da esculina em presenca de bile, para caracterizacdo de

enterococos.
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Para identificacdo dos bacilos Gram negativos fermentadores, foram
utilizados os meios: 1- EPM, onde se analisou a fermentacdo da glicose,
producado de H.S, uréase, L-triptofano desaminase e gas a partir da glicose; 2-
Mili, onde se estudaram as provas de indol, movimento e utilizacdo de lisina; 3-
Citrato de Simmons, onde se pesquisou crescimento ou ndo neste meio. Varios
meios com agucares e amino-acidos, além do Kit API-20E (Bio-Mérieux) foram
uitlizados quando necessarios.

Os bacilos Gram negativos ndo fermentadores de aclcares (aerdbio
estritos) seriam submetidos as seguintes provas: crescimento em MacConkey,
producdo de oxidase, oxidagdo da glicose, oxidacdo da maltose, oxidacao da
lactose, hidrélise da lisina e arginina e liuefacao da gelatina, APl 20 NE (Bio-
Mérieux) para identificagdo das nao enterobactérias e meios com agucares e

aminoacidos também foram utilizados quando necessério.

5.2.6.Caracterizacao bacteriana dos diferentes ambientes

As bactérias isoladas dos ambientes hospitalares foram comparadas com
aquelas bactérias presentes na parte externa do corpo das formigas e no seu
trato digestério. Assim, foi obtido um levantamento das espécies de bactérias
presentes em cada ambiente estudado: laboratorial (ninhos), hospitalar e
exoesqueleto e tratos digestorios. Os dados obtidos foram submetidos a dois tipos
de andlises:

12 - numero efetivo de espécies de bactérias em cada ambiente foi determinado
pela formula que calcula o numero efetivo de espécies (effective number of

species):

K
ENS= (X pik)

onde p é a proporcao de espécies i numa amostra k (FOSTER e FOGLEMAN,
1993).
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2° - a sobreposicao dos nichos de bactérias foi mensurada pelo indice de Morisita-
Horn (KREBS, 1989).

5.2.7. Estudos moleculares das bactérias presentes em T.
melanocephalum

5.2.7.1. Extracao de DNA bacteriano

As formigas foram coletadas diretamente dos ninhos de laboratério e
expostas a luz ultra—violeta pelo periodo de duas horas, com posterior lavagem
em alcool 70% e duas imersbes em agua bidestilada, para completa
esterilizacdo da parte externa do corpo (VAN BORM et al., 2002). Em fluxo
laminar estéril, dez formigas foram transferidas para “Eppendorff” de 1,5 mL
congeladas imediatamente em gelo e trituradas com o auxilio de um pistilo
plastico. A extracdo de DNA utilizada é baseada no método de BENDER et al.
(1983) modificado. Os insetos inteiros foram homogeneizados em tampé&o
(100mM Tris, pH 9,1, 100 mM NaCl, 200 mM sacarose, 50 mM de EDTA, 0,5%
SDS); o homogenado foi incubado em seguida a 55 °C, por 3 horas; residuos
de proteina foram subseqientemente extraidos com NaCl 5M. A precipitagéo
do DNA foi feita com alcool isopropilico 100% e alcool etilico a 70%. A
ressuspensado do DNA foi feita em tamp&o TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8).

5.2.7.2. Amplificacoes

As reacoes de PCR foram efetuadas em ciclador térmico e as condi¢des
sdo adaptadas de VERSALOVIC et al. (1991). As reacbes foram feitas em
tubos apropriados com volume final de 25uL, contendo de 500 a 1000 ng de
DNA “template”, 0,2-0,4 uM (5-10 pmol) de cada “primer”; 1,25 mM de cada
dNTP, tampédo 1x Gitschier (67 mM Tris-HCI, pH 8,8, 16,6 mM p-
mercaptoetanol, BSA (160 ng/uL), DMSO 10% e 1 unidade de polimerase
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AmpliTaq. Foi utilizado o seguinte ciclo térmico: 5 minutos a 94 °C
(denaturacao) e 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto e 30 segundos, 44 °C por 1
minuto e 20 segundos e 68 °C por 4 minutos, seguidos por uma extensao final
de 65 °C por 10 minutos.

Foram realizadas amplificacbes das regidbes 16S de bactérias onde
foram utilizados os iniciadores F27A (AGAGTTTGATCATGGCTCAG) e
R1492T (TACGGTTACCTTGTTACGACT) (POLZ e CAVANAUGH, 1998). As
extragbes e o0s produtos de amplificacdo foram verificados através de

eletroforese em gel de agarose a 1%.

5.2.7.3. Purificacao dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com a utilizagdo do Concert Kit
da Life Technologies (cat. 11458-015). Em seguida o DNA foi quantificado em

espectofotébmetro a 260 nm.

5.2.7.4. Sequenciamento

A reagdo de sequenciamento conteve cerca de 20 ng de amplicom
purificado, 3 pmol de primers F27A e R1492T, e quimica Big Dye Terminator
(PE Applied Biosystems 4303153) e foi conduzida com uma desnaturacao
inicial (90 seg a 96°C), seguida de 25 ciclos de 12 seg a 96°C, 6 seg a 50°C, 4
min a 60°C. Apds a reacao, os produtos de extensdo foram precipitados com
40 uL de isopropanol 75% e lavados em seguida com etanol 70%. O

sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico ABI 377.

5.2.7.5. Analise dos resultados

As seqléncias obtidas foram comparadas as ja depositadas no
GenBank, através do aplicativo BLAST. As seqUéncias geradas e suas
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homologas do GenBank foram alinhadas pelos aplicativos ClustalW
(THOMPSON et al.,2004) e o alinhamento foi refinado manualmente.

5.2.8. Controle da infestacao de formigas no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu.

No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu
foi implantado, paralelamente as coletas para a pesquisa de presenca de
bactérias, um teste padrdo para controle da populagdo de formigas. Foi
desenvolvido um sistema de monitoramento multipontual, onde foram
determinados aproximadamente 200 pontos de observagdo, sendo que 10 %
deles estavam localizados na area externa e o restante na area interna.
Quinzenalmente as iscas eram trocadas, e era avaliada a presenca ou auséncia
de formigas nas iscas dispostas nos pontos de amostragem e foi observada a
infestacao pelo periodo de dois anos. Foi possivel avaliar a variagao dos indices
de infestacdo, bem como a distribuicdo das espécies de formigas nos setores
hospitalares e a eficiéncia do controle.
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6- RESULTADOS

6.1. Coleta e identificacao das formigas.

Foram identificadas sete espécies de formigas, no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP - Botucatu, no ano de 2003. A
Tabela 1 contém uma relacdo dessas espécies comparativamente aos

levantamentos anteriormente realizados no mesmo hospital.
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Tabela 1: Ocorréncia relativa das espécies de formigas no Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu nos anos de 1989,

1994 e no levantamento inicial deste estudo, realizado em 2003, SP.

Ano

Espécies Bueno, OC, inf. Bueno e Fowler, Cintra, P.

Pessoal,

1989 1994 2003
Tapinoma melanocephalum 75,4 2,1 47,6
Paratrechina longicornis 11,4 97,2 49,7
Crematogaster sp 2,2 - 0,2
Pheidole sp 2,2 - -
Monomorium floricola 2,2 - 1,7
Solenopsis 2,2 - -
Brachymyrmex sp 1,1 - 5
Camponotus rufipes 1,1 - 0,4
Dorymyrmex sp 1,1 - 0,2
Wasmania auropunctata 1,1 0,7 -
% ocupacao inicial 16 73 32
Numero de espécies 10 3 7
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6.2. Ocorréncia de formigas no Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da UNESP - Botucatu.

A Figura 6 apresenta o indice de infestagcdo das formigas presentes no
Hospital das Clinicas da UNESP — Botucatu, nos pontos onde foi realizado o
controle com iscas.
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Figura 6: indice de infestacdo de formigas nos pontos onde foi realizado
controle com iscas, no Hospital das Clinicas da UNESP de Botucatu.
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A Figura 7 resume a distribuicdo temporal das varias espécies por setor
do hospital.
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Figura 7: Distribuicio relativa de formigas nos setores hospitalares do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu, SP, durante o
periodo de estudo.
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A Figura 8 apresenta o indice de infestagcédo relativa das espécies de
formigas encontradas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu durante o periodo de estudo e a Figura 9 apresenta
exemplares de formigas predominantes em ambos os ambientes hospitalares

estudados.
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Figura 8: indice de infestacdo relativa das espécies de formigas presentes no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu,
durante o periodo de controle, revelando alteracao na espécie dominante.



Figura 9: Operarias de formigas predominantemente encontradas nos
hospitais estudados. A: Brachymyrmex sp.1 (50X), B: P. longicornis

(40X), C: M. floricola (40X), D: M. pharaonis (40X), E: C. rufipes (6X), F:
T. melanocephalum (50X).
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A Figura 10 contém um desenho da planta baixa do hospital e a distribuicao
espacial das espécies de formigas em outubro de 2003, e também o0s pontos

de amostragem e coleta.
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Figura 10: Esquema da planta do Pavimento Térreo do Hospital das Clinicas
da UNESP-Botucatu, contendo os pontos de coleta e amostragem e a
distribuicdo das espécies de formigas em outubro/2003.
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Esquema da planta do Primeiro Pavimento do Hospital das

Clinicas da UNESP-Botucatu, contendo os pontos de coleta e amostragem e a distribuicao

das espécies de formigas em outubro/2003.

Figura 10 (continuacao)
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das espécies de formigas em outubro/2003.
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6.3.Bactérias isoladas das formigas e respectivos locais de coleta.

A Tabela 2 resume informacdes sobre as formigas coletadas e identificadas no
Hospital das Clinicas da UNESP-Botucatu, seus respectivos locais de coleta e as bactérias

isoladas.



Tabela 2. Formigas coletadas no Hospital das Clinicas da UNESP - Botucatu e bactérias isoladas a partir do trato digestério, corpo
e ambiente de coleta.

Data Ponto de coleta Setor Espécie de Formiga Trato Digestorio Superficie Corporal Ambiente
out/03
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - Chryseomonas luteola -
80 Hemocentro Brachymyrmex sp. - Enterobacter sp. BGP
199 Urologia Paratrechina longicornis - Pseudomonas aeruginosa -
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - - -
216 Litotripsia Paratrechina longicornis BGP BGP -
nov/03
35 Triagem Paratrechina longicornis - ECN BGP
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - ECN ECN
37 Maternidade Brachymyrmex sp. - Enterococcus faecalis ECN
67 Laboratorio Paratrechina longicornis - - BGP
119 Setor administrativo Brachymyrmex sp. - Staphylococcus aureus -
dez/03
165 PABX Paratrechina longicornis - - BGP
178 Laboratorio Brachymyrmex sp. BGP - -
178 Laboratério Brachymyrmex sp. - Acinetobacter sp. Acinetobacter sp.
199 Urologia Paratrechina longicornis BGP ECN ECN
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - ECN ECN
jan/04
81 Hemocentro Brachymyrmex sp. - Acinetobacter sp. BNF
110 area externa Paratrechina longicornis - BGP -
110 area externa Brachymyrmex sp. BGP - -
209 Tomografia Brachymyrmex sp. BGP - ECN
216 Litotripsia Paratrechina longicornis - BGP -
219 Litotripsia Paratrechina longicornis - - ECN
fev/04
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - BGP -
35 Triagem Paratrechina longicornis - ECN -
198 Urologia Brachymyrmex sp. - - BGP
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - ECN -
217 Litotripsia Paratrechina longicornis - BNF -
220 Setor administrativo Paratrechina longicornis - BGP BGP




Tabela 2. Continuagéo

mar/04
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - - -
168 Laboratério Paratrechina longicornis - BGP ECN
170 Laboratério Brachymyrmex sp. - ECN -
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - - -
abr/04
142 Laboratorio Brachymyrmex sp. - BGP -
227 Setor administrativo Paratrechina longicornis - BGP Enterobacter cloacae
268 Quimioterapia Paratrechina longicornis - - -
270 Rouparia Brachymyrmex sp. - - Enterobacter cloacae
271 Rouparia Tapinoma melanocephalum - Klebsiela pneumoniae -
mai/04
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - - ECN
jun/04
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - BGP -
36 Maternidade Paratrechina longicornis - Enterobacter cloacae ECN
209 Tomografia Paratrechina longicornis - - Enterobacter cloacae
269 Setor administrativo Brachymyrmex sp. BGP BGP -
jul/04
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - - -
36 Maternidade Paratrechina longicornis - - -
81 Hemocentro Pheidole sp. - - -
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
__ago/04
35 Triagem Brachymyrmex sp. BGP BGP BGP
35 Triagem Tapinoma melanocephalum - BGP BGP
80 Hemocentro Brachymyrmex sp. BGP - Enterobacter sp.
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - - BNF
269 Setor administrativo Paratrechina longicornis ECN - ECN
set/04
70 Area externa Brachymyrmex sp. - Enterobacter agglomerans -
80 Hemocentro Brachymyrmex sp. - - ECN
83 Lactario Paratrechina longicornis - Enterobacter cloacae BGP
209 Tomografia Brachymyrmex sp. - - -
227 Setor administrativo Brachymyrmex sp. - ECN ECN

BGP= Bacilos Gram Positivos, ECN= Estafilococos Coagulase Negativos, BNF= Bacilos Gram Negativos Nao Fermentadores



6.4.0corréncia de formigas no Centro de Saude de Sao Carlos.

Foram identificadas quatro espécies de formigas no Centro de Saude de Sao

Carlos, de acordo com a Tabela 3

Tabela 3: Abundancia relativa das espécies de formigas no Centro de Saude de Sao

Carlos, SP.

Ano
Espécies 2004
Paratrechina longicornis 33,3
Pheidole sp. 6,0
Monomorium floricola 50
Solenopsis 6,3
Camponotus rufipes 6,3
% ocupacao inicial 36
Numero de espécies 5

Na Figura 11 encontra-se a variacao do indice de infestacao, calculado pelo periodo
de um ano no Centro de Saude de Sao Carlos. A Figura 12 resume a distribuicao relativa
das varias espécies e na Figura 13 encontram-se as espécies de formigas identificadas e
sua porcentagem de infestacdo. Neste hospital ndo foi realizado o controle com iscas,
somente era realizado um controle convencional realizado por firma comercial contra

insetos-praga em geral.
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Figura 11: indice de infestacao total de formigas presentes no Centro de Satude de S&o Carlos, SP
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Figura 12: Distribuicdo relativa das formigas nos setores hospitalares do Centro de

Saude de Sao Carlos, SP.
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Figura 13: indice de infestacdo relativa das espécies de formigas presentes no Centro de
Saude de Sao Carlos, SP

6.5.Bactérias isoladas das formigas e respectivos locais de coleta.

Na Figura 14 encontram-se a distribuicdo espacial das formigas no Centro de Saude

de Sao Carlos e os pontos de amostragem e coleta.
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Figura 14: Esquema da planta do Pavimento Térreo do Centro de Saude de Sao
Carlos, contendo os pontos de coleta e amostragem e a distribuicdo das espécies de
formigas em margo/2004.
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Figura 14 (continuacao): Esquema da planta do Primeiro Pavimento do Centro de
Saude de Sao Carlos, contendo os pontos de coleta e amostragem e a distribuicdo das
espécies de formigas em marco/2004.
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Figura 14 (continuacao): Esquema da planta do Segundo Pavimento do Centro de
Saude de Sao Carlos, contendo os pontos de coleta e amostragem e a distribuicdo das
espécies de formigas em marco/2004.
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Figura 14 (continuacao): Esquema da planta do Terceiro Pavimento do Centro de
Saude de Sao Carlos, contendo os pontos de coleta e amostragem e a distribuicdo das
espécies de formigas em marco/2004.
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A Tabela 4 resume informacdes sobre as formigas coletadas e identificadas no Centro
de Saude de Séo Carlos, seus respectivos locais de coleta e as bactérias isoladas a partir

destas amostras.



Tabela 4. Formigas coladas no Centro de Saude de Sdo Carlos e bactérias isoladas a partir do trato digestério, corpo e ambiente de coleta.

Data Ponto de coleta Setor Espécie de Formiga Trato Digestorio Superficie Corporal Ambiente
mar/04
2 Setor clinico Monomorium floricola - Pseudomonas aeruginosa  ECN
3 Setor clinico Monomorium floricola - - Escherichia coli
4 Setor clinico Monomorium floricola - - -
31 Area externa Paratrechina longicornis - BGP Escherichia coli
abr/04
1 Setor clinico Monomorium floricola - - -
4 Setor clinico Monomorium floricola Staphylococcus aureus - -
8 Centro cirargico ~ Monomorium floricola - - -
11 Area externa Pheidole sp. ECNe S. aureus BGP BGP
32 Cozinha/Refeitério Paratrechina longicornis BGP BGP -
mai/04
6 Setor clinico Monomorium floricola - - -
31 Area externa Pheidole sp. - - -
33 Setor clinico Paratrechina longicornis ECN - -
jun/04
1 Setor clinico Monomorium floricola - BGP -
2 Setor clinico Monomorium floricola - - -
6 Setor clinico Monomorium floricola ECN - -
34 Centro cirargico ~ Monomorium floricola - - -
35 Setor clinico Monomorium floricola - BNF ECN
jul/04
1 Setor clinico Monomorium floricola - - Enterobacter aerogenes
2 Setor clinico Monomorium floricola - - BNF
34 Centro cirrgico ~ Monomorium floricola - - Enterobacter aerogenes
37 Centro cirargico  Paratrechina longicornis - BGP -
38 Centro cirlrgico  Paratrechina longicornis - BGP Pseudomonas aeruginosa
ago/04
1 Setor clinico Monomorium floricola - - -
2 Setor clinico Monomorium floricola - ECN -
8 Centro cirargico ~ Monomorium floricola - - -
34 Centro cirargico ~ Monomorium floricola - - -
37 Centro cirargico  Paratrechina longicornis - - -



Tabela 4: Continuacao
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set/04

1 Setor clinico Monomorium floricola - - -
2 Setor clinico Monomorium floricola BGP BGP -
6 Setor clinico Monomorium floricola - - -
27 Farmacia Tapinoma melanocephalum - BNF Enterobacter agglomerans
34 Centro Cirtrgico  Monomorium floricola - BGP BGP
out/04
1 Setor clinico Monomorium floricola - Enterobacter cloacae BGP
2 Setor clinico Monomorium floricola - - Pseudomonas putida
6 Setor clinico Monomorium floricola - - -
21 Setor clinico Monomorium floricola - - BGP
39 Lavanderia Paratrechina longicornis - - BGP
nov/04
1 Setor clinico Monomorium floricola - - Enterobacter cloacae
2 Setor clinico Monomorium floricola - - ECN
6 Setor clinico Monomorium floricola - - -
27 Farmacia Tapinoma melanocephalum - - BNF
40 Lavanderia Paratrechina longicornis - BNF -
dez/04
1 Setor clinico Monomorium floricola ECN - -
2 Setor clinico Monomorium floricola - - -
9 Cozinha/Refeitério Monomorium floricola - - ECN
27 Farmécia Tapinoma melanocephalum - ECN ECN
34 Centro cirargico  Paratrechina longicornis - - -
jan/05
1 Setor clinico Monomorium floricola BGP ECN BGP
2 Setor clinico Monomorium floricola - BGP -
6 Setor clinico Monomorium floricola - BNF -
15 Setor clinico Monomorium floricola - ECN -
37 Centro cirargico  Paratrechina longicornis - - -
fev/05
6 Setor clinico Monomorium floricola - - ECN
9 Cozinha/Refeitério Monomorium floricola - - BNF
21 Setor clinico Monomorium floricola BGP - -
37 Centro cirargico ~ Monomorium floricola - - Serratia marcescens
38 Centro cirargico  Monomorium floricola - - Staphylococcus aureus

BGP= Bacilos Gram Positivos, ECN= Estafilococos Coagulase Negativos, BNF= Bacilos Gram Negativos Nao Fermentadores



6.6.Bactérias isoladas do trato digestorio de formigas de laboratoério.

Foram realizados no total de 500 disseccoes com formigas provenientes do Formicario do Centro de Estudos de Insetos
Sociais. Utilizaram-se 100 exemplares das seguintes espécies de formigas: T. melanocephalum, M. pharaonis, M. floricola, P.

longicornis e C. atriceps, como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Frequéncias das bactérias isoladas do trato digestério de T. melanocephalum, M. pharaonis
M. floricola, P. longicornis e C. atriceps, em laboratorio.

Numero de cepas isoladas
T. melanocephalum | M. pharaonis | M. floricola | P.longicornis | C. atriceps
Estafilococos coagulase negativo ECN 4 7 1 - 2 2,8

Espécies de bactérias Frequéncia %

Bacilo Gram Negativo N&do Fermentador BNF - - - - 1 0,2
Bacilo Gram Positivo BGP 6 4 - 13 18 8,2
Enterobacter cloacae 1 - - - - 0,2
Enterobacter sp. 1 - - - - 0,2
Citrobacter sp. 1 - - - - 0,2
Staphylococcus aureus 1 3 - - - 0,8
Enterococcus faecalis - - 1 - 0,2
Serratia rubidea - - - 1 - 0,2

Total 14 14 1 15 21 13
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6.7. Bactérias isoladas dos ninhos de laboratorio

Na Tabela 6 encontram-se as bactérias isoladas do ninho e superficie dos corpos das formigas das espécies M. floricola e P.

longicornis.

Tabela 6. Bactérias isoladas das coldnias de laboratério e superficie dos corpos de M. floricola
e P. longicornis.

Espécies de bactérias isoladas

Colonia Col6nia | Superficie corporal | Colodnia |  Superficie corporal
M. floricola P. longicornis
1 BGP - Citrobacter freundii ECN
2 BGP - Enterobacter aerogenes -
3 BGP ECN BNF -
4 BGP - Enterobacter cloacae -
5 BGP - BNF Enterococcus faecalis
6 ECN ECN Enterobacter cloacae Enterococcus faecalis
7 Escherichia coli - BGP BGP
8 BGP - BGP
9 BGP - BNF -
10 BGP - BGP Enterococcus faecalis

ECN= Estafilococos coagulase negativo
BNF= Bacilo Gram negativo ndo fermentador

BGP= Bacilo Gram positivo



6.8. Bactérias isoladas das larvas de formigas

Foram isoladas bactérias de larvas das espécies M. pharaonis, M. floricola e P.
longicornis e T. melanocephalum. As bactérias isoladas foram predominantemente de
larvas que eram rompidas antes da insergdo em tubo contendo BHI. Nas larvas da espécie
T. melanocephalum nao houve nenhum crescimento bacteriano. Para a espécie P.
longicornis foram utilizadas 32 larvas e em apenas 4 (12,5%) delas foram isoladas
bactérias, todas da espécie Enterococcus faecalis. Para as outras espécies estudadas os

resultados encontram-se nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Bactérias isoladas a partir de larvas de coldnias de laboratério da espécie M. pharaonis

Espécies de bactérias isoladas

Larva Larvas inteiras | Larvas rompidas | Larvas inteiras | Larvas rompidas
1 21 E. faecalis 41 61 Bacillus sp.
2 22 Klebsiella sp. 42 62
3 23 S. liquefasciens 43 63 E. faecalis
4 E.faecalis 24 S. liquefasciens 44 E. faecalis 64
5 25 S. liquefasciens 45 Bacillus sp. 65 E. faecalis
6 26 E. faecalis 46 66 E. faecalis
7 27 E. faecalis 47 67 Bacillus sp.
8 28 48 68 E. faecalis
9 29 49 69 E. faecalis
10 30 E. faecalis 50 70 E. faecalis
11 31 BNF 51 71 E. faecalis
12 Klebsiella sp. 32 E. faecalis 52 72
13 33 S. liquefasciens 53 73 E.faecalis
14 34 54 74
15 35 E. faecalis 55 75 E.faecalis
16 ECN 36 BNF 56 76 ECN
17 Klebsiella pneumoniae 37 S. liquefasciens 57 77 E.faecalis
18 38 58 78 E.faecalis
19 39 S.liquefasciens 59 79 E.faecalis
20 40 S.liquefasciens 60 80 E.faecalis

Total 4 (20%) 16 (80%) 2 (10%) 16 (80%)



Tabela 8. Bactérias isoladas a partir de larvas de coldnias de laboratério da espécie M. floricola

Espécies de bactérias isoladas

Larva Larvas inteiras | Larvas rompidas |  Larvasinteiras | Larvas rompidas
1 21 E. faecalis 41 61 E. faecalis
2 Bacillus sp. 22 Enterococcus sp. 42 E. faecalis 62 E. faecalis
3 23 E. faecalis 43 63 E. faecalis
4 24 E. faecalis 44 64 E. faecalis
5 Bacillus sp. 25 E. faecalis 45 E. faecalis 65 E. faecalis
6 26 E. faecalis 46 66 E. faecalis
7 27 47 67 E. faecalis
8 28 48 68 E. faecalis
9 Bacillus sp. 29 E. faecalis 49 69 E. faecalis
10 30 50 70 E. faecalis
11 31 E. faecalis 51 E. faecalis 71
12 32 52 72
13 Bacillus sp. 33 Enterococcus sp. 53 73 E. faecalis
14 34 54 74 E. faecalis
15 35 55 75 E. faecalis
16 36 E. faecalis 56 E. faecalis 76
17 37 E. faecalis 57 E. faecalis 77
18 Bacillus sp. 38 E. faecalis 58 E. faecalis 78 E. faecalis
19 39 59 E. faecalis 79
20 Bacillus sp. 40 60 80 E. faecalis

Total 6 (30%) 12 (60%) 7 (35%) 15(75%)
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6.9. Caracterizacao bacteriana dos diferentes locais de isolamento

Foram isoladas 249 cepas de bactérias e todas foram caracterizadas
bioquimicamente para identificacdo dos géneros e da espécie, quando possivel. As cepas
de bactérias isoladas foram classificadas em 20 grupos diferentes, das quais 14 foram
classificadas ao nivel de espécie e as demais ao nivel de género. O género Bacillus foi o
prevalente entre as amostras (39,7%), seguido por Estafilococcus coagulase Negativo
(ECN) (20%), Enterococcus faecalis (19,2%), Bacilo Gram Negativo ndo Fermentador
(BNF) (6,4%), Enterobacter cloacae (3,6%), Serratia liquefasciens (2,8%), e
Staphylococcus aureus (3,2%)

A Tabela 9 apresenta um resumo geral de todas as espécies de bactérias isoladas e
seus respectivos locais de isolamento. Foi calculado a partir destes resultados o nimero

efetivo de espécies, que se encontra na Tabela 10.



Tabela 9: Distribuicdo, nimero de espécies de bactérias isoladas nas amostras e numero efetivo de espécies (ENS).

Bactérias TD (h.A) TD (h. B) SC (h.A) SC (h. B) A(h.A) A (h.B) M. fl(TD) M. ph(TD) P. long(TD) C. atr(TD) T. mel(TD) Larvas Ninhos Total
Acinetobacter sp. 2 1 3
Bacilo Gram Positivo BGP 8 4 12 9 8 6 4 13 18 6 88
Bacilo Gram Negativo Nao Fermentador 1 4 2 2 1 2 3 16
Citrobacter sp. 1 1
Citrobacter freundii 1 1
Chryseomonas luteola 1 1
Estafilococos Coagulase Negativo ECN 1 4 8 4 12 6 1 7 2 4 1 50
Enterobacter sp. 1 1 1 2
Enterobacter agglomerans 2 2
Enterobacter aerogenes 2 1 3
Enterobacter cloacae 3 5 1 9
Enterococcus faecalis 1 1 46 48
Escherichia coli 2 1 3
Klebsiella pneumoniae 1 1 2
Pseudomonas aeruginosa 1 1 1 3
Pseudomonas putida 1 1
Serratia marcescens 1 1
Serratia rubidea 1 1
Staphylococcus aureus 2 1 3 1 8
Serratia liquefasciens 7 7
Total 9 10 32 18 28 24 1 14 15 21 14 57 6 249
ENS (Effective number of species) 1,25 2,78 4,49 2,84 3,29 6,26 1 2,64 1,32 1,33 2,64 1,5 2,9
TD-= trato digestério hosp. A= Botucatu M. ph. = M. pharaonis T. mel= T. melanocephalum
SC= superficie corporal hosp. B= Sao Carlos P. long= P. longicornis

A= ambiente M.fl= M. floricola C. atr.= C. atriceps



Tabela 10: Numero efetivo de espécies isoladas de acordo com ambiente de isolamento.

Amostras | TD SC A Larvas Larvas Ninhos Ninhos
(hosp) (hosp) (hosp) M. fl. M. ph. M. 1l. P. long.

ENS 2,10 3,96 4,70 1,50 2,82 1,51 4,16

TD= trato digestério M. ph. = M. pharaonis

SC= superficie corporal P. long= P. longicornis

A= ambiente M.fl= M. floricola

Nas Tabelas 11, 12 e 13 se encontram os resultados obtidos do calculo do
indice de Morisita — Horn, realizado para comparar a sobreposicao das espécies de
bactérias isoladas de diferentes amostras.

Tabela 11: indice de Morisita-Horn para sobreposicdo de nichos do trato digestério,
superficie corporal e ambiente nos Hospitais de Botucatu (hosp A) e Sao Carlos (hosp
B).

Amostras TD hospA TD hospB SC hospA SC hosp B A hospA A hospB

TD hosp A - 0,688 0,705 0,813 0,545 0,521
TD hosp B - 0,881 0,812 0,861 0,771
SC hosp A - 0,876 0,895 0,844
SC hosp B - 0,775 0,787
A hosp A - 0,797
A hosp B -
TD= trato digestorio hosp.A= Botucatu

SC= Superficie Corporal hosp. B= Sdo Carlos

A= ambiente



70

Tabela 12: indice de Morisita-Horn para sobreposicao de nichos de tratos digestérios de
formigas de laboratoérios, das espécies M. floricola, M. pharaonis, P. longicornis, C.
atriceps e T. melanocephalum.

M. floricola M. pharaonis P. longicornis  C. atriceps  T. melanocephalum

M. floricola - 0,726 0 0,109 0,444
M. pharaonis - 0,435 0,521 0,846
P. longicornis - 0,987 0,711
C. atriceps - 0,765

T. melanocephalum -

Tabela 13: indice de Morisita —Horn para sobreposicéo de nichos de amostras de larvas
e ninhos das espécies M. floricola, M. pharaonis e P. longicornis.

Larvas Larvas Ninhos Ninhos

M. floricola M. pharaonis M. floricola M. pharaonis
Larvas- M. floricola - 0,874 0,159 0,097
Larvas- M. pharaonis - 0,151 0,119
Ninhos - M. floricola - 0,696

Ninhos- M. pharaonis -




6.10. Estudos moleculares das bactérias presentes em T. melanocephalum

As figuras 15 e 16 apresentam a extragdo de DNA e a amplificagdo obtida com
o primer 16S, especifico para bactérias.

Figura 15: Gel de agarose da extragdao de DNA de T. melanocephalum.

L 1 2

500pb

Figura 16: Gel de agarose da amplificacdo, com primer 16 S.
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As figuras 17 e 18 apresentam os alinhamentos de dois segmentos de DNA do
gene 16S obtidos com os primers F27A (forward) e R1492T (reverso) de Wolbachia

sp. , que foram alinhados com Wolbachia sp, endobactéria de Drosophila simulans

(cédigo do GenBank X64265) . W. pipientis, endobactéria de D. simulans (cédigo AY
833061), e Wolbachia sp., endobactéria de Pulsimulans sp. (cédigo AY 335934).

Alignment: A:\seq word
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Figura 17: alinhamento do segmento de DNA do gene 16S, obtido com o primer F27A

(forward) de cerca de 327 pb de Wolbachia sp., endosimbionte de T. melanocephalum,

com segmento correspondente das seqiéncias obtidas com endobactéria de Drosophila

simulans (c6digo do GenBank X64265) .

W. pipientis, endobactéria de D. simulans

(cédigo AY 833061), e Wolbachia sp., endobactéria de Pulsimulans sp. (cédigo AY

335934).
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Figura 18: alinhamento do segmento de DNA do gene 16S, obtido com o primer R1492T
de cerca de 485 pb de Wolbachia sp., endosimbionte de T. melanocephalum, com

segmento correspondente das seqUéncias obtidas com endobactéria de Drosophila

simulans (c6digo do GenBank X64265)

W. pipientis, endobactéria de D. simulans

(cédigo AY 833061), e Wolbachia sp., endobactéria de Pulsimulans sp. (cédigo AY

335934).



6.11.Controle de Formigas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da UNESP - Botucatu

A Figura 19 apresenta os dados obtidos na execucdo do modelo de controle
realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu,
pelo periodo de dois anos. Esta representado nesta figura o indice de infestacao de

formigas em todo o hospital e os indices relativos a cada espécie de formiga.

444444444444444

0 T AR S e
Jan/3 Abr Jul Out Jan/4 Abr Jul Out

N °pontos infestados
T. melanocephalum
P. longicomis
Brachymyrmex sp.
Demais sp.

Figura 19: indice de infestacdo de formigas presentes no Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, periodo: jan/2003 a dez/2004.
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7 . DISCUSSAO

Os resultados obtidos permitiram relacionar a alteracdo de espécies
predominantes no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de
Botucatu. Foram identificadas sete espécies de formigas e duas delas infestavam a
maioria dos pontos amostrados: T. melanocephalum e P. longicornis. Ao longo do
tempo houve o aumento da porcentagem de infestagcédo de Brachymyrmex sp., que
atualmente predomina (Tabela 1). As espécies de formiga predominantemente
encontradas nos dois hospitais estudados corroboram os resultados obtidos por
outros autores como Bueno e Fowler (1994), Delabie et al., (1995), Fontana et
al., (1999), Pecanha (2000) e Terossi (2000). Segundo esses trabalhos foram
identificadas em média 10 espécies diferentes num hospital. As formigas das
espécies T. melanocephalum, P. longicornis, M. floricola, M. pharaonis, e algumas
espécies dos géneros Brachymyrmex e Camponotus estdo normalmente entre as
mais coletadas nos levantamentos realizados por esses autores. A anadlise da
composicao das espécies de formigas em hospitais do Estado de Sao Paulo,
avaliada por Bueno e Fowler (1994) revelou que as espécies T. melanocephalum e
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M. floricola estavam presentes em todos os 12 hospitais estudados, P. longicornis
em 9, M. pharaonis em 5 e Pheidole megacephala em 3 hospitais. W. auropunctata
foi a espécie nativa encontrada mais consistentemente, aparecendo em 6 hospitais.

No centro de Saude de Sao Carlos, a espécie predominante foi M. floricola,
que representou aproximadamente 50% da infestacdo. Embora ocorra certa
estabilidade na composicao das espécies de formigas num curto espaco de tempo,
ela pode ser profundamente alterada, levando a uma reducdo na diversidade e
consequentemente a uma explosdo populacional. Este processo pode ser
provocado pelo uso inadequado de inseticidas, ou mesmo pela eliminacdo de
algumas espécies, permitindo a ampliacdo de uma outra melhor adaptada a
convivéncia com as atividades humanas. Zarzuela et al. (2002) observaram
fenbmeno semelhante em hospital do interior de Sao Paulo, a espécie mais
abundante tambem foi M. floricola, seguida de P. longicormis. Ambas distribuiram-
se em varios setores, sendo que onde a densidade de M. floricola era maior, ndo
eram encontradas exemplares da espécie P. longicornis, embora o contrario nao
ocorresse.

Os setores clinicos de ambos os Hospitais apresentaram pontos de
infestagdo por formigas, sendo que no Hospital de Botucatu a infestacdo se
concentra atualmente nos pontos externos e demais pontos, que incluem
departamentos ou locais que néo sao parte do setor clinico (Figura 07). Em vérias
areas, onde normalmente deve ocorrer maior preocupagdo com a presenca de
formigas ou outro tipo de inseto, houve uma grande reducdo da infestagédo, para
niveis inferiores a 10%, principalmente nas areas clinicas (Figura 06). No Centro de
Saude de Sao Carlos a maioria dos pontos infestados esta no setor clinico e
também no refeitério e centro cirdrgico.

Grande porcentagem das bactérias isoladas das formigas do HC de
Botucatu, o foram da parte externa do inseto e apresentaram alto indice de
similaridade entre a superficie corporal das formigas e o ambiente no hospital de
Botucatu (0,895). O segundo maior indice de similaridade entre os nichos de
bactérias foi obtido na comparacado entre a superficie corporal das formigas de
ambos os hospitais (0,876) (Tabela 11). Culturas dos tratos digestérios nao
apresentaram praticamente nenhuma bactéria patogénica, somente em alguns

casos foram isolados Bacilos Gram Positivos e uma cepa de ECN (ENS= 1,25). Tais
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resultados sugerem que as formigas de ambiente hospitalar ndo sao portadoras de
tais microrganismos no seu trato digestério, sendo que uma vez identificados
podem ser bactérias transientes, ndo sendo enddgenas ao organismo. O maior
namero efetivo de espécies foi encontrado para o ambiente e superficie corporal
das formigas coletadas no hospital de Sdo Carlos (ENS= 4,49 e 6,26) (Tabela 09).

Segundo Dillon e Dillon, (2003) a caracterizacdo da microbiota deve ser
idealmente relacionada ao seu papel biolégico, porque mesmo se houver grande
variagao entre a composicdao e o tamanho da populacao de bactérias entre insetos
individualmente, deve haver estabilidade funcional. O numero efetivo de espécies
isoladas nos tratos digestérios das formigas coletadas em ambos os hospitais foi
baixo (ENS = 1,25 e 2,78), se comparado aos isolados do ambiente e superficie
corporal (Tabela 09). Tal resultado sugere que essas bactérias possam ocorrer
eventualmente nesses nichos, mas que nao estao colonizando os tratos digestorios
como as bactérias dos géneros  Corynebacterium,  Brevibacterium,
Sphingobacterium,  Ochrobactrum, Myroides, Brevundimonas, Alcaligenes,
Stenotrophomonas, Moraxella e Pseudomonas, descritas por Jaffé et al. (2001),
como colonizantes dos tratos digestorio de formigas da espécie Cephalotes pusillus
(Cephalotini).

No Centro de Saude de Sao Carlos, as bactérias isoladas foram
principalmente das amostras ambientais e do corpo das formigas. Tais resultados
corroboram os obtidos por Fowler et al. (1994). Na segunda coleta realizada foram
isoladas uma cepa de S. aureus e uma cepa de ECN (Estafilococos Coagulase
negativo) do trato digestorio de Pheidole sp. (Tabela 04). Esta é uma espécie de
formiga que néo foi coletada repetidamente no Hospital e ndo foram realizados
testes de laboratério para comparacdo com estes resultados, podendo tratar-se
novamente de bactérias transientes, ocorrendo eventualmente no intestino das
formigas. Foi isolada nesta mesma coleta outra cepa de S. aureus do trato
digestério de M. floricola. Nas disseccOes desta espécie realizadas em laboratério
para comparacao, nao foi isolado nenhum tipo de bactéria patogénica.

Quanto aos resultados laboratoriais, foram isoladas algumas bactérias
patogénicas do trato digestério de P. longicornis e T. melanocephalum (Tabela 05),
embora nao tenham sido isoladas em nenhum exemplar coletado em ambiente

hospitalar. Para as demais espécies dissecadas, também ndo foram isoladas
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bactérias patogénicas. De forma geral o numero efetivo de espécies isoladas a
partir dos tratos digestérios das formigas de laboratério apresentaram numero
efetivo de espécies muito baixo (Tabela 09), com excecao de T. melanocephalum
(ENS= 3,5). Essa é uma das principais espécies de formigas urbanas encontradas
em ambiente hospitalar, € muito adaptada a esse local, e passa despercebida
devido ao seu reduzido tamanho. Ndo existem, de maneira geral, trabalhos na
literatura que relatem a microbiota existente no trato digestorio desses insetos,
entretanto, estes ndo devem ser ambientes estéreis.

O indice de similaridade indicou maior semelhanca entre as bactérias
isoladas dos tratos digestorios de T. melanocephalum e M. floricola (0,846). No
entanto, o indice entre M. floricola e P. longicornis foi 0, indicando nenhuma
similaridade entre as espécies isoladas dos tratos digestorios dessas espécies.

Os experimentos realizados nos ninhos das formigas P. longicornis e M.
floricola revelaram que o isolamento de bactérias € comum no ambiente laboratorial,
estando nos ninhos principalmente nos ninhos da espécie P. longicornis (Tabela
06). O numero efetivo de espécies encontradas foi alto para os ninhos de P.
longicornis (ENS= 4,16), embora tenha sido baixo nos tratos digestorios e larvas
das formigas dessa espécie. O habito das formigas regurgitarem o alimento que ira
servir de fonte nutritiva para os individuos jovens, torna o ninho um ambiente
propicio ao desenvolvimento das bactérias, pois possui temperatura e umidade
ideais (BEATSON, 1972). A maioria das espécies de bactérias patogénicas &
amplamente distribuida na natureza, sendo principalmente encontradas na pele,
glandulas da pele e membranas mucosas de mamiferos e passaros, como, por
exemplo, as linhagens de S. aureus que sao coagulase positivas e sdao bem
documentadas como patégenos humanos oportunistas (KLOOS e BANNERMAN,
1995).

Os experimentos realizados com as larvas de formigas das espécies M.
floricola e M. pharaonis revelaram que podem ser encontradas bactérias
patogénicas no interior do corpo das larvas (Tabelas 07 e 08). O numero efetivo de
espécies isoladas foi baixo (ENS= 2,82 para M. pharaonis, e ENS= 1,50, para M.
floricola. No entanto a prevaléncia das espécies isoladas foi muito alta, variando de
60% a 80% das amostras analisadas. Em ambas as formigas as espécies
prevalentes foram E. faecalis e S. liquefasciens. O mesmo nao ocorreu com a
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espécie T. melanocephalum, onde nao foram isoladas bactérias. Nao existem na
literatura trabalhos que avaliem a presenca dessas bactérias em larvas de formigas,
assim como elas sdo comuns no ninho, poderiam colonizar o trato digestorio das
larvas, que é bem diferenciado do trato digestério dos adultos, sendo um sistema
fechado.

Outra caracteristica que deve ser considerada é o fato das operarias adultas
filtrarem particulas sélidas durante a sua alimentagcédo, ou seja, ingerem somente
liquidos. Um exemplo desse comportamento foi verificado por Petralia e Vinson
(1978), ao constatarem que alimentos soélidos oferecidos para as operarias de
Solenopsis invicta foram utilizados para alimentar as larvas no interior da coldnia.
As operérias adultas desta espécie possuem filtro na cavidade infrabucal que nao
permite a passagem de particulas solidas superiores a 0,88 um (GLANCEY et al.,
1981).

Algumas espécies de bactérias, como S. aureus possuem tamanho de 0,5 a
1,5 um (KLOOS e BANNERMAN, 1995), e a endosimbionte Wolbachia possui esse
mesmo tamanho em média (TAYLOR et al., 1999). Considerando somente o
tamanho das espécies, seria possivel a presenca de bactérias patogénicas no trato
digestério de formigas adultas. No entanto, aparentemente a presenca do filtro na
cavidade infra-bucal pode limitar a passagem destes microrganismos. O mesmo
ndao acontece com as larvas, e os resultados obtidos sugerem que nao ocorre
selecdo de particulas, sendo que foram encontradas bactérias patogénicas na
maioria das larvas examinadas.

Uma vez que ndo foi isolado um numero efetivo de espécies de bactérias
significativo entre as formigas adultas, foram utilizadas outras metodologias para
analisar a presenca de bactérias em seus tratos digestérios. Para tanto, a formiga
escolhida foi T. melanocephalum, por apresentar o maior numero efetivo de
espécies isoladas (ENS= 3,5), embora esse numero represente apenas 14% do
crescimento das amostras.

Utilizando-se de ferramentas de biologia molecular, foi possivel o
sequenciamento da bactéria do género Wolbachia, um endosimbionte amplamente
distribuido entre os insetos e os artropodes em geral. A Wolbachia ja foi encontrada
em mais de 90 espécies de formigas (WHENSELEERS et al, 1998,
JEYAPRAKASH e HOY, 2000), incluindo algumas espécies classificadas como
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pragas urbanas, como P. longicornis, M. floricola, M. pharaonis, Linepithema humile
e T. melanocephalum.

Em estudos realizados especificamente com a espécie Linepithema humile,
foi verificada a existéncia de linhagens distintas dessas bactérias, o que poderia
supor especializacao para formigas de diferentes regides (TSUTSUI, et al., 1993).
Seriam necessarios novos seqlienciamentos de fragmentos maiores isolados de
formigas de diferentes locais para estabelecer se poderia estar ocorrendo 0 mesmo
tipo de especiacao entre as linhagens de Wolbachia. Em comparagédo, Whenseleers
et al, 2002, sugerem que a presenca de Wolbachia poderia limitar o sucesso das
formigas invasoras, uma vez que nao foi encontrada em L. humile, S. invicta e S.
richteri.

A presenca de Wolbachia em T. melanocephalum ndo pode ser ainda
associada com nenhum tipo de fungédo biolégica ou simbionte, segundo dados
disponiveis na literatura. Porém, sua deteccéo ndo esta aparentemente limitando o
desenvolvimento e proliferagdo da formiga nos ambientes hospitalares estudados e
nos ambientes urbanos no Brasil, sendo uma espécie comumente encontrada
(BUENO e FOWLER, 1994).

O modelo de controle proposto e realizado no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu foi satisfatério, reduzindo para 20% o
namero de pontos infestados por formigas nas areas consideradas criticas. Nao
existem trabalhos na literatura que tratem do controle de formigas dentro do
ambiente hospitalar, que é um local de grande circulacdo de pessoas, onde nao
pode ser utilizado nenhum tipo de desinsetizacdo convencional, com excecao das
iscas em gel. No entanto, devido a grande necessidade da manutencao da higiene,
0s ambientes sdo lavados constantemente, reduzindo o tempo de exposi¢cao das
iscas e induzindo o processo de fragmentagao das colénias dentro do hospital.

Sao fatores importantes no sucesso do controle com utilizacao de iscas, a
disposicdo em varios locais e a constante renovacao das iscas, levando em conta
também a preferéncia alimentar das espécies consideradas.

A diferengca entre o controle proposto neste trabalho e a metodologia
normalmente adotada por firmas especializadas em controle de insetos esta na
disposicao das iscas e no sistema de monitoramento multipontual. Com utilizacao

de diversos pontos amostrais foi possivel monitorar as espécies presentes e
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calcular os indices de infestacdo, que foram sendo reduzidos com o passar do
tempo. Outra vantagem do sistema de iscas é a baixa toxicidade e perigo de
contaminacao, tratando-se de ambiente hospitalar ndo pode ser considerada a
hip6tese de utilizagdo de inseticidas do tipo spray, ou similares. Da mesma forma,
as formas de controle convencional ja provaram ser ineficientes e ambientes
urbanos devido as caracteristicas peculiares das espécies andarilhas (BUENO e
CAMPOS- FARINHA, 1999).
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8. Conclusoes

As formigas presentes em hospitais nao apresentaram bactérias patogénicas
no seu trato digestorio, sendo que estas podem ocorrer eventualmente, e também
nao funcionam como reservatérios de bactérias.

As bactérias patogénicas podem ser encontradas nos ninhos de formigas de
laboratério e nas larvas das espécies M. floricola, e M. pharaonis, sendo prevalente
a espécie E. faecalis. As bactérias patogénicas estdo presentes nos ambientes
hospitalares e na superficie corporal das formigas, como anteriormente
demonstrado por outros autores.

A espécie T. melanocephalum apresenta o endosimbionte Wolbachia
sp.,porém, a metodologia utilizada buscava o seqlenciamento do DNA de espécies
patogénicas, que nao estdo presentes segundo esses resultados.

O modelo de controle realizado com sistema multipontual e iscas no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu reduziram
significativamente a infestagcdo por formigas, sendo um método eficiente para

utilizagdo em outros hospitais.
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