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RESUMO

COUCEIRO-RUGGIERO APM. Avaliacao de formigas como vetor mecanico de
micobactérias em hospital especializado na assisténcia de pacientes de
tuberculose do estado de Siao Paulo. Sdo Paulo; 2012. [Tese de Doutorado -
Faculdade de Saude Publica — FSP].

Introducio - A urbanizacdo desencadeia inimeros transtornos, como a disseminacao
de artrpodes e, conseqilientemente, de doencas veiculadas pelos mesmos. As
formigas sdo muito adaptaveis e se beneficiam com a convivéncia humana. Nos
hospitais, elas podem ser vetores mecanicos de inUmeras bactérias, e a diversidade
de espécies encontradas nestes ambientes, causam preocupacao pelo risco potencial
a saude puablica. O aumento das infec¢bes hospitalares envolvendo micobactérias
ambientais, com surtos no Brasil entre 1998 a 2009 em 23 estados alarmou os 6rgaos
e profissionais de saude publica. Objetivos - Avaliar o potencial de formigas como
vetores de micobactérias em um hospital especializado no atendimento de doentes
com tuberculose. Métodos - Foram realizadas seis coletas de formigas em diferentes
areas do hospital no periodo de 2009 a 2010, que foram semeadas em meios de
cultura de Lowenstein-Jensen e de Stonebrink para isolamento de micobactérias. As
culturas sugestivas foram submetidas a coloracdo de Ziehl-Neelsen para bacilos
alcool-acido resistentes e identificacdo por métodos moleculares (PRA para 0 gene
hsp65 com o par de primers TB11 e TB12 género-especifico e sequenciamento
genético do DNA). Resultados - Do total de 247 amostras de formigas coletadas e
semeadas, 70% das formigas pertenciam a espécie Tapinoma melanocephalum, 25%
a espécie Dorymyrmex sp., 3% a espécie Camponotus sp. e 2% a espécie Pheidole
sp., dados similares foram observados anteriormente em pesquisas realizadas em
hospitais. Quinze amostras apresentaram bacilos alcool-acido resistentes de
crescimento rapido. Nos métodos moleculares, doze pertenciam ao Género
Mycobacterium. No PRA-hsp 65, e no sequenciamento genético do DNA, quatro

amostras foram identificadas quanto a espécie (duas Mycobacterium chelonae, uma



Mycobacterium parafortuitum e uma Mycobacterium murale), quatro micobactérias
com resultados idénticos no PRA e nédo identificadas no sequenciamento foram
sugestivas de uma nova espécie, e duas amostras ndo foram identificadas.
Mycobacterium chelonae isolada nesta pesquisa foi previamente descrita como
agente causador de abscessos em humanos. Conclusio - Estes dados confirmam a
presenca de micobactérias veiculadas por formigas no ambiente hospitalar,
representando um potencial vetor mecanico destas para pacientes e profissionais de

salde, principalmente em infeccGes nosocomiais.

Descritores: formigas, micobactérias, micobactérias de crescimento rapido, hospital,

infeccdo nosocomial, vetor mecénico, ambiente hospitalar.



ABSTRACT

COUCEIRO-RUGGIERO APM. Evaluation of ants as potential mechanical
vectors of mycobacteria in a hospital specializing in assistance to TB patients,
the state of Sdo Paulo. Sdo Paulo; 2012. [PHD Thesis - Faculdade de Saude Publica
(University of Sao Paulo Public Health College)].

Introduction- Urbanization triggers numerous disorders, such as the dissemination
of arthropods and, consequently, dissemination of diseases transmitted by them.
Some ant species are very adaptable to the human environment. At hospitals, once
they are mechanical vectors of bacteria, and the diversity of species found in these
environments, they can represent a potential risk to public health. The increase of
nosocomial infections involving environmental mycobacteria, with outbreaks in
Brazil from 1998 to 2009 in 23 states called the interest of health professionals and
health agencies. Purpose - Evaluate the potential of ants as vectors of mycobacteria
in a hospital specialized in the care of patients with tuberculosis. Methods Samples
of ants were collected from different areas of the hospital from 2009 to 2010, and
workers were inoculated in LoOwenstein-Jensen and Stonebrink media for
mycobacteria isolation. The suggestive cultures were subjected to Ziehl-Neelsen
stain for acid-fast bacilli and identification were performed by molecular methods
(PRA for the hsp65 gene with the pair of primers TB11 - TB12 and genetic
sequencing). Results - The total of 247 samples of ants collected and sown, 70%
belonged to species of ants Tapinoma melanochepalum, 25% Dorymyrmex sp.,3%
Camponotus sp. and 2% Pheidole sp., data similar with previous studies conducted
in hospitals. Fifteen fast-growing mycobacteria were isolated. In molecular
methods, twelve belonged to the genus Mycobacterium. In PRA-hsp65, and the
genome sequencing of DNA, four samples were identified at species level (two
Mycobacterium  chelonae, one Mycobacterium parafortuitum and one
Mycobacterium murale), four mycobacteria with similar results in the PRA and not

identified in the sequencing, suggestive of a new species and two unidentified



samples. M. chelonae was previously reported as causative agent of abscess in
humans. Conclusions - These results confirm the presence of mycobacteria carried
by ants in the hospital, representing a potential mechanical vector for these patients

and healthcare professionals, particularly in nosocomial infections.

Key words: ants, mycobacteria, fast-growing mycobacteria, hospital, nosocomial
infection, mechanical vector
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1 INTRODUCAO

Os processos de urbanizagcdo desencadeiam transtornos como o crescimento
exacerbado e desordenado da populacdo, contaminacdo da agua e a dificuldade de
controle sanitario, provocando, assim, a disseminacdo de artrépodes e a propagacao
de doencas por estes veiculadas. Por esta razéo, estes animais estdo entre aqueles que
mais afetam a qualidade de vida humana, constituindo um problema crescente de
salde publica (BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1998; CAMPOS-FARINHA et al.,
2002; OLIVEIRA e CAMPOS-FARINHA, 2005; FREITAS e TEIXEIRA, 2007;
PESQUERO et al., 2008).

As cidades sdo habitats especificos e um dos produtos mais caracteristicos
do homem. As intensas modificacdes provocadas pela urbanizagdo propiciam um
empobrecimento da composicdo de espécies e favorecem o surgimento de
microclimas caracterizados pelo aumento da temperatura do ar e do solo. Estas
circunstancias impossibilitam a sobrevivéncia de muitos animais, e 0 ecossistema
urbano torna-se biologicamente ndo saturado e propicio para espécies capazes de se
adequar a uma nova realidade e obter vantagens das condi¢Ges encontradas
(McINTYRE, 2000; CAMPOS-FARINHA et al., 2002).

No ambiente urbano, muitas espécies alcancaram densidades altas, obtendo
posicdes de dominancia pela auséncia de competidores e de pouca pressao de
inimigos predadores e de parasitoides.

Entre estas espécies, as formigas foram as que melhor se adaptaram e se
beneficiaram da convivéncia humana, com uma maior diversidade nas regifes
tropicais. Estima-se que existam cerca de 18.000 espécies de formigas em todo o

mundo. No Brasil, ja foram descritas 2.000 espécies, dentre as quais, menos de 1%



pode ser considerada praga urbana, e apenas 50 espécies estdo adaptadas ao ambiente
urbano, apresentando danos a salde publica, principalmente devido a intima
associacdo com o homem (BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999; CAMPOS-
FARINHA et al., 2002; OLIVEIRA e CAMPOS-FARINHA, 2005; SANTOS et al.,
2009).

A presenca de formigas em fabricas de alimentos, padarias, restaurantes,
escritdrios, instituicbes de pesquisa, biotérios, zooldgicos, museus, cabines de
eletricidade e centrais telefénicas pode provocar sérios danos. No ambiente
hospitalar, é considerado um risco ainda maior, devido sua capacidade de transportar
microrganismos patogénicos, o que constitui um perigo potencial a satde publica,
uma vez que possibilita a associacdo direta com o problema de infeccdo hospitalar
(BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999; SANTOS et. al., 2001; SANTOS et. al.
2009; TANAKA et. al., 2007).

Os artropodes de importancia médica podem ser classificados como vetores
bioldgicos e vetores mecanicos de diversos patdgenos (LESER et al., 2000).

Séo biologicos quando o agente se desenvolve ou se multiplica no vetor,
sendo parte essencial e participando do ciclo evolutivo do agente (LESER et al.,
2000; SCHULLER, 2004).

Formigas ndo sdo considerados vetores bioldgicos. Estudo realizado por Jaffé
e colaboradores, em 2001, conseguiu identificar mais de dez tipos de microrganismos
diferentes presentes no intestino de formigas da espécie Cephalotes pusillus
(Cephalotini), que eram resistentes a diferentes tipos de antibidticos ou antifungicos
(nistatina, penicilina, e ampicilina). As bactérias encontradas pertenciam aos

géneros: Corynebacterium, Brevibacterium, Sphingobacterium, Ochrobactrum,



Myroides, Brevundimonas, Alcaligenes, Stenotrophomonas, Moraxella e
Pseudomonas. Estas bactérias sdo encontradas com facilidade, vivendo livres no
solo, sugerindo que as formigas, provavelmente, alimentaram-se das bactérias
encontradas nas superficies foliares e no solo, as quais, por sua vez, se reproduziram
em seus tratos digestdrios, mas sem transmiti-las. .

Os vetores mecanicos, entretanto, agem como transportadores de agentes
infectantes (bactérias, virus ou fungos) desde o reservatério até o hospedeiro em
potencial, causando agravos a saude humana (LESER et al, 2000). As formigas sdo
vetores mecanicos que podem contaminar-se ao entrar em contato com material que
contenha tais agentes, transporta-los pelo ambiente atraves de suas pernas e corpo,
podendo deposita-los eventualmente em alimentos ou fomites (BUENO e
CAMPOS-FARINHA, 1999; ZARZUELA et al., 2005; CINTRA, 2006; COSTA et
al., 2006b; ZARZUELA et al., 2007; GUERRA e CONCEICAO, 2010).

Pesquisas realizadas em ambientes hospitalares da Inglaterra, da Alemanha,
de paises do Leste europeu (BEATSON, 1972; EDWARDS e BAKER, 1981;
EICHLER, 1990) e do continente americano, como Chile (IPINZA-REGLA et al.,
1981), Estados Unidos (WILLIAMS, 1989) e Brasil (BUENO e FOWLER, 1994;
BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999; COSTA et al., 2006b), confirmam este
fato.

InfeccOes hospitalares ou nosocomiais entdo entre as maiores preocupagoes
da area da saude e tém despertado grande interesse no meio cientifico, devido a
promocdo de elevadas taxas de morbimortalidade de pacientes hospitalizados. A
infeccdo nosocomial caracteriza-se como qualquer processo infeccioso adquirido

no ambiente hospitalar, diagnosticada em pacientes durante a sua internagdo, ou



detectada apenas ap0s a sua alta. Estudos revelam que o indice de doencas
nosocomiais encontra-se entre 3,8 e 10% em paises desenvolvidos, podendo
aumentar cerca de 50% em paises em desenvolvimento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004; TANAKA et al., 2007; PESQUERO et al., 2008; MAIA et al.,
2009).

No Brasil, estas infec¢Bes sdo caracterizadas como emergentes, mas sdo raros
os relatos de surtos, casos ou investigacdes, principalmente por subnotificacGes e
dificuldades de diagnosticos (FONTANA, 2008; GUERRA e CONCEICAO, 2010).

As infeccbes hospitalares cresceram na mesma propor¢do do
desenvolvimento de tecnologias invasivas (sondas, cateteres, entre outros).
Entretanto, as informacdes dos profissionais de salde sobre as praticas para
preveni-las ndo acompanham o seu desenvolvimento. A ocorréncia das infeccoes
depende da existéncia de uma fonte de infeccdo, da transmissdo do agente
patogénico, da susceptibilidade do paciente e de fatores como as condicdes
sanitarias e a presenca de vetores mecanicos de microrganismos patogénicos
(QUIRINO, 1987; DELABIE et al., 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2004;
TANAKA et al., 2007; MAIA et al., 2009). Muitas das infeccBes nosocomiais sao
resultados de falhas em processos de esterilizacdo e desinfeccdo de equipamentos,
colaborando para a existéncia de condi¢Ges adequadas para a proliferacdo destes
patogenos (FONTANA, 2008; PITOMBO et al., 2009; GUERRA e CONCEICAO,
2010).

Segundo Delabie e colaboradores (2002): “diferentes problemas contribuem
em manter as taxas elevadas das infecgdes nosocomiais”. No Brasil, como em

outros paises, o problema das formigas e de outros insetos em ambiente hospitalar



raramente foi tido como algo preocupante pelo meio médico, apesar de
entomologistas alertarem para o risco nos meios cientificos, ha tempos. E dificil
fazer uma correlacao direta entre a presenca de formigas e a infeccdo hospitalar no
Brasil, mas as evidéncias mostram que:

1) existem muitas espécies de formigas nos hospitais brasileiros
(praticamente as mesmas encontradas nas residéncias), local onde,
teoricamente, qualquer forma de vida ndo humana é banida;

2) a mirmecofauna dos hospitais brasileiros é bem mais diversa do que em
paises do hemisfério Norte;

3) algumas espécies de formigas sdo anormalmente comuns neste ambiente;

4) certas espécies sao atraidas por instrumentos cirurgicos e material estéril
(EICHELER, 1990);

5) outras espécies, ou as mesmas, sdo comprovadamente vetores de uma
grande quantidade de microrganismos patogénicos ao ser humano
(PECANHA, 2000);

6) mesmo se a probabilidade de uma formiga ser vetor eficiente de algum
microrganismo for baixa (FOWLER et al., 1995), o tipo de atividade
desenvolvida por este inseto, e a frequéncia com a qual é encontrado,
fazem deste excelente candidato a vetor intra-hospitalar de patdgenos.
Consequentemente, a presenca de formigas num hospital deve ser
considerada, em primeiro lugar, como um problema de higiene puablica
elementar.

As primeiras descri¢des de formigas como vetores mecanicos de bactérias

ocorreram na Inglaterra (BEATSON, 1972).



No Brasil, os primeiros levantamentos da presenca destes insetos em
hospitais foram realizados em 1980, em hospitais do Estado de Séo Paulo, onde 14
espécies de formigas foram encontradas e estudos bacteriolégicos demonstraram o
seu potencial como vetores mecanicos de bactérias como: Staphylococcus, Serratia,
Klebsiella e Acinetobacter (EDWARDS e BAKER, 1981; EDWARDS, 1986;
QUIRINO, 1987; EICHELER, 1990; FOWLER et al., 1993).

O elevado numero de espécies de formigas presentes em hospitais brasileiros
é justificado por alguns fatores como as caracteristicas estruturais das edificacfes de
salde (permitindo a instalacdo dos ninhos); a facilidade de acesso ao ambiente
externo e a proximidade das residéncias (que estimulam a migragdo destes insetos); a
circulacdo de grande nimero de pessoas, que atraves de suas vestimentas e objetos
podem transporta-las; procedimentos inadequados de gestdo, como embalagens de
medicamentos, que podem transportar ninhos para o ambiente interno e, ainda, a
disponibilidade de alimento que constitui um atrativo extra (SANTOS et al., 2001;
ZARZUELA et al.,, 2002; MOREIRA et al., 2005; OLIVIERA e CAMPOS-
FARINHA, 2005; PESQUERO et al., 2008).

Além disso, caracteristicas bioldgicas inerentes as formigas também
colaboram para sua vasta infestacdo, dentre as quais: 0 seu pequeno tamanho;
poliginia (a presenca de muitas rainhas coabitando 0 mesmo ninho); mobilidade das
col6nias; auséncia de comportamento agressivo entre individuos de diferentes ninhos
de uma mesma area (unicolonialismo); capacidade reprodutiva; grande mobilidade
em busca de alimento podendo percorrer até 200 m a partir do ninho e com
velocidade de cerca de trés cm por segundo, e a dieta generalista, tornando-as muito

bem adaptadas ao ambiente urbano e possibilitando sua circulacdo em vérios locais



dos hospitais (BUENO e CAMPOS FARINHA, 1999; ZARZUELA et al., 2002;
CAMPOS-FARINHA e BUENO, 2004; MOREIRA et al., 2005; OLIVEIRA e
CAMPOS-FARINHA, 2005; TANAKA et al., 2007).

A presenca de col6nias de formigas em hospitais possibilita a contaminacéo
de equipamentos eletronicos, objetos, roupas de cama e areas de tratamento
intensivo, aumentando os riscos de infeccdes hospitalares, uma vez que 0s
pacientes internados podem encontrar-se imunodeprimidos. Além disso, a auséncia
de aversdo das pessoas as formigas e o fato de ndo associd-las a transmissdo de
agentes infecciosos ou a sujeira, colaboram para a dispersdo destes animais
(WETLER et al., 2005; CINTRA, 2006).

A populacdo em geral considera as formigas limpas e ndo consegue associa-
las a transmissdo de doencas. Isto é comprovado quando formigas sdo encontradas
em alimentos como: doces, agucar, bolos entre outros. A reacdo imediata da maioria
das pessoas é retira-las do alimento e ingeri-lo em seguida. Este comportamento ndo
é observado em alimentos com a presenca de outros artropodes, como baratas. Além
disso, a populacdo também ndo considera o fato de que formigas alimentam-se de
individuos mortos, que podem estar contaminados por muitos patégenos,
possibilitando o carreamento destes.

Os levantamentos realizados confirmam a presenca deste artropode nas
residéncias e nos hospitais, onde atua como vetor mecanico de patdgenos e
interfere na higidez de alimentos nos ambientes hospitalares. As formigas
identificadas em hospitais brasileiros pertencem principalmente a trés subfamilias:
Dolichoderinae ~ (Dorymyrmex  sp., Linepithema  humile,  Tapinoma

melanocephalum), Formicinae (Brachymyrmex spp., Camponotos arboreus;



Camponotos atriceps, Camponotos rufipes, Paratrechina longicornis) e
Myrmicinae (Crematogaster spp., Monomorium floricola, Monomorium pharaonis,
Pheidole megacephala, Pheidole spp., Solenopsis geminata; Solenopsis globularia;
Solenopsis saevissima, Solenopsis spp., Wasmannia auropunctatadas). Muitas
destas espécies estdo associadas aos domicilios no Brasil e sdo objetos de pesquisas
para elucidar o seu papel como vetores de agentes patogénicos (MOREIRA et al.,
2005; OLIVEIRA e CAMPOS-FARINHA, 2005; WETLER et al., 2005; COSTA,
et al., 2006b; CINTRA, 2006; MAIA et al., 2009).

Levantamentos realizados nos Gltimos anos em hospitais de varias regides do
Brasil como em Santa Catarina (LISE et al., 2006), Sdo Paulo (PECANHA, 2000;
ZARZUELA et al., 2002; CINTRA, 2006), Minas Gerais (FREITAS e TEIXIERA,
2007; FONSECA et al., 2010; COSTA, et al., 2006a) e Goias (PESQUERO et al.,
2008; CARNEIRO et al., 2008), encontraram a presenca de diferentes espécies de
formigas atuando como vetores mecanicos, transportando bactérias, inclusive aquelas
resistentes a antimicrobianos, possibilitando a dispersao de bactérias resistentes no
ambiente externo e hospitalar (MOREIRA et al., 2005; FERRABOLI et al., 2007,
RODOVALHO et al., 2007; PESQUERO et al., 2008). As bactérias transportadas
pelas formigas incluiam as gram-negativas, aerébias ou aerdbias facultativas e
anaerdbias, muitas das quais sdo responsaveis por doencas do trato gastrointestinal e
de outros 6rgéos, além do envolvimento com infec¢gdes nosocomiais (RODOVALHO
et al., 2007).

Dados de uma pesquisa realizada no Hospital Central da Santa Casa de Séo
Paulo revelaram que na andlise de 50 formigas coletadas, foram isoladas bactérias

causadoras de infeccOes hospitalares em 90% delas, dentre as quais: Bacillus subtilis,



Citrobacter, Enterobacter, Proteus e Serratia. (MIMICA et al., 1984). Outros
estudos demonstraram que as formigas das espécies P. longicornis, Solenopsis spp e
Camponotos spp sdo frequentemente encontradas em ambientes hospitalares, sendo
consideradas vetores mecanicos em potencial de bactérias patogénicas como:
Clostridios, Salmonellas, Klebsiellas, Enterobactérias (BUENO e CAMPOS-
FARINHA, 1998; FOWLER et al., 1993; SANTOS et al., 2009; ZARZUELA et al.,
2002).

Analises realizadas no hospital universitario da Universidade de Taubaté - SP,
em 2005, encontraram crescimento positivo para microrganismos em 98,4% das
amostras de formigas coletadas, corroborando para a possibilidade destas serem
consideradas vetores mecanicos de patdégenos (PEREIRA e UENO, 2008), assim
como os dados apresentados por outros pesquisadores em suas investigacoes
(PECANHA, 2000; ZARZUELA et al., 2002; MOREIRA et al., 2005; LISE et al.,
2006; COSTA, et al., 2006b; FERRABOLI et al., 2007; FREITAS e TEIXIERA,
2007; RODOVALHO et al., 2007).

Apesar dos inumeros esforcos realizados para o controle e erradicacdo de
formigas em hospitais, poucos sdo os métodos efetivamente eficazes: alguns destes
podem, quando equivocados, contribuir para a fragmentacdo das col6nias e aumento
da populacdo e, na maioria das vezes, resultam em medidas temporarias. O controle é
prejudicado pelas caracteristicas das especies como: a dificuldade na localiza¢éo dos
ninhos, a ocorréncia de muitos ninhos, a reinfestacdo constante, a fragmentacao das
col6nias, implicando em uma tarefa extremamente complexa. (BUENO e CAMPQOS
FARINHA, 1999; ZARZUELA et al., 2002; MOREIRA et al., 2005; GUERRA e

CONCEICAO, 2010).
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Outro fato importante, por isso digno de ser ressaltado, € que a presenca de
formigas no ambiente hospitalar ndo é necessariamente um indicador de falta de
higiene, j& que algumas espécies sdo atraidas por materiais esterilizados, sendo
consideradas bioindicadores de limpeza pela preferéncia por locais extremamente
higienizados, mas ndo descartando a possibilidade de conterem microrganismos
(BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999; MAIA et al., 2009).

Cerca de 1 a 2 % das infeccBes hospitalares poderiam ser atribuidas a
presenca de formigas. A presenca destes artrépodes em unidades hospitalares
representa um risco similar a de outros fomites potenciais para o transporte de
bactérias, atraveés de médicos e enfermeiros (FOWLER et al., 1995; GUERRA e
CONCEICAO, 2010).

Além das bactérias patogénicas relatadas, frequentemente transportadas por
formigas, outra bactéria de importancia mundial, responsavel pela tuberculose, o
Mycobacterium tuberculosis, foi isolada recentemente em formigas que infestavam
as dependéncias do Instituto Clemente Ferreira, 6rgdo de referéncia terciaria no
diagnostico e tratamento da tuberculose e da tuberculose multidrogarresistente,
pertencente a Secretaria de Estado da Satde (ROXO et al., 2010).

A infestacdo estava disseminada por todas as areas, entre elas, o laboratorio
de isolamento e identificacdo do bacilo. Apds coleta destas formigas, foram
realizados procedimentos de isolamento e identificacdo das micobactérias no
Laboratorio de Tuberculose do Centro de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico,
que constataram a presenca da espécie M. tuberculosis, pertencente ao Complexo M.
tuberculosis, confirmada por PCR, em uma formiga da espécie Paratrechina

longicornis. Além deste isolamento, o proprio laboratério de Tuberculose animal do
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Instituto Bioldgico enfrentava infestacdo semelhante, obtendo isolamento e
identificacdo de duas micobactérias ambientais (M. fortuitum-peregrinum e M.
smegmatis) em formigas da mesma espécie (ROXO et al., 2010).

O interesse de pesquisadores no assunto reflete a preocupagdo do risco
potencial para a salde puablica, que a disseminacdo destes animais pode provocar,
principalmente nos ambientes hospitalares.

A tuberculose ¢ em sua esséncia uma “epidemia lenta” e, apesar da evolucao
do conhecimento na area da salde publica e dos novos métodos de diagnostico
disponiveis, ainda é responsavel pelo maior indice de mortalidade humana causada
por um unico agente infeccioso. Em 1993, foi declarada pela Organizacdo Mundial
de Satde como “emergéncia global”, representando 26% das mortes previsiveis e 7%
de todas as mortes no mundo. A estimativa para o ano de 2020 indica que 54,7% dos
Obitos de adultos por doencas infecciosas serdo decorrentes da tuberculose nos paises
em desenvolvimento (RUGGIERO et al., 2007; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008).

As estimativas anuais relatam cerca de 8,8 milhdes de casos novos da doenca,
e 1,1 milhGes de morte. Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja
infectada pelo bacilo da tuberculose, 100 milhGes de pessoas infectadas por ano, com
9,2 milhdes de doentes a cada ano. Em todos os continentes existem relatos de casos
de tuberculose multidrogarresistente, totalizando 500 mil casos por ano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

De todos os casos de tuberculose existentes no planeta, 22 paises sao
responsaveis por 80% dos casos, e o Brasil ocupa a 17° posicdo. Ademais, o Brasil,

em conjunto com o Peru, € responsavel por 50% dos casos da doenca nas Américas.
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Segundo os dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo do
Ministério da Saude (Sinan), estima-se que no pais, aproximadamente 63 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo bacilo da tuberculose. Sendo notificados 71 mil
casos novos anualmente e 4.600 Obitos pela doenca (correspondendo a um
coeficiente de incidéncia de 37,7 casos novos por 100.000 habitantes)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Cerca de 70% dos casos concentram-se em 315 dos 5.570 municipios
brasileiros, e os estados com maior incidéncia da doenca sdo Amazonas (73,5 por
100.000), Rio de Janeiro (73,2 por 100.000) e Ceara (50,8 por 100.000). No estado
de Sao Paulo sdo notificados 21.000 casos por ano, sendo que em 2004 foram
notificados 17.000 casos novos de tuberculose, apresentando um coeficiente de
incidéncia de 43,9 casos por 100.000 habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2007;
GALESI, 2007; SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2008).

A doenca é provocada por bacilos aerébios, imdveis, alcool-acido resistentes,
pertencentes a ordem Actinomycetales, familia Micobacteriaceae, género
Mycobacterium, com mais de 150 espécies conhecidas. As principais espécies, de
importancia epidemiologica para o homem, estdo agrupadas no Complexo
Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum e
M. canetti (BIER, 1978; CORNER, 1994; ABRAHAO, 1998; BROSCH et al., 2002;
RUGGIERO, 2004).

A principal forma de transmissdo da tuberculose humana € a respiratéria e
ocorre quando um individuo com tuberculose pulmonar ativa, ao tossir, espirrar ou
falar, elimina os bacilos no ar, que sdo aspirados por outro individuo e que podem

permanecer viaveis no ambiente por varias horas. Outras formas de transmissdo da
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doenca sdo relatadas como a via intra-uterina, por aspiracdo do liquido amnidtico
infectado antes do parto, ou pelo contato intimo do lactente com a mée infectada. A
espécie Mycobacterium bovis, também causa tuberculose, e a principal via de
transmissdo € a digestiva, relacionada a ingestdo de alimentos de origem animal,
como leite ndo pasteurizado (RUGGIERO, 2004; MANUAL MERCK, 2009).

A tuberculose acomete diferentes populacbes no mundo. Nos paises
desenvolvidos, a doenca ocorre principalmente em idosos, minorias étnicas e
imigrantes. Em paises em desenvolvimento, a populacdo economicamente ativa entre
15 e 54 anos, individuos privados de liberdade, moradores de rua, e as pessoas de
menor nivel social e cultural sdo os mais suscetiveis (MINISTERIO DA SAUDE,
2011).

Apesar da preocupacdo mundial com o numero de casos de tuberculose, o
risco de infeccdo nosocomial entre os profissionais de saude e pacientes internados é
maior que na populacdo em geral, com alto risco de surtos nestes ambientes. Estudos
revelaram que a prevaléncia de tuberculose nestes individuos é duas a quatro vezes
maior que da populacdo em geral; com um agravante, o risco de disseminacdo de
formas multirresistentes (GONCALVES, 2001; FRANCO e ZANETTA, 2004;
FIGUEIREDO e CALIARI, 2006; COSTA, etal., 2006a).

Um fator agravante refere-se a associacdo da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida com Mycobacterium tuberculosis multirresistente (TB-
MDR) representando uma ameaca potencial para a Saude Publica, principalmente
nos paises com alta incidéncia de tuberculose e progressdo da epidemia por HIV

(PORTUGAL, 2002).
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A transmissdo nosocomial da tuberculose ganhou novas dimensbes nos
ultimos anos, devido a associacdo com o virus HIV, ao uso de esquemas terapéuticos
diversificados e ao aparecimento de cepas multidrogarresistentes aos quimioterapicos
utilizados no tratamento. O risco de transmissdo das micobactérias em ambiente
hospitalar varia em funcao das caracteristicas da instituicdo, da prevaléncia local da
doenca e da eficacia dos programas de controle da infeccdo (LEVIN et al., 2006).

Além das micobactérias pertencentes ao Complexo Mycobacterium
tuberculosis existem as denominadas micobactérias ambientais, também conhecidas
como micobactérias atipicas ou micobactérias ndo tuberculosas (MNT). Na literatura,
considera-se que estas micobactérias sdo ambientais, de patogenicidade variavel, e
amplamente distribuidas na natureza, presentes na agua, no solo, na vegetacao, e
também isoladas de mosquitos, moscas, baratas e também de formigas. Estas
espécies tém despertado grande preocupacdo, principalmente porque algumas delas
podem ser resistentes a antibidticos, desinfetantes e microbicidas (FONTANA,
2008).

As micobactérias denominadas potencialmente patogénicas sdo responsaveis
por inimeras doencas nos homens e nos animais, apresentando diversos graus de
severidade e de importancia para a saude publica. As micobactérias de crescimento
lento, pertencentes ao Complexo MAIS (M. avium, M. intracellulare e M.
scrofulaceum) sdo encontradas principalmente em individuos imunodeprimidos e em
portadores de HIV, apresentando doencas disseminadas e com maior gravidade
(FISHER et al., 2001; FISHER et al., 2003; PAI et al., 2003; ROXO et al., 2003;
SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2005; FONTANA, 2008). Ja as de

crescimento rapido estdo associadas a infecgdes poOs-trauméticas e neste grupo
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encontram-se as espécies do complexo M. fortuitum (M. fortuitum, M. peregrinum e
variantes de M. fortuitum: M. houstonense, M. bonickei, M. septicum, M. mageritense,
M. mucogenicum e M. senegalense); micobactérias do complexo M. chelonae-abscessus
(M. chelonae, M. abscessus, M. bolletii, M. immunogenum, M. massiliense); e aquelas
que compdem o complexo M. smegmatis (M. smegmatis, M. goodii e M. wolinski). E as
espécies que ndo pertencem a complexos: M. aurum, M. elephantis, M. flavescens, M.
gadium, M. gilvum, M. neoaurum, M. parafortuitum, M. phlei, M. phocaium, M.
thermoresistible, M. vaccae e outras (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2005;
PITOMBO et al., 2009).

Nos ultimos anos, a evolucdo das tecnologias, das drogas antimicrobianas e
dos tratamentos permitiu grandes avangos da medicina nos progndsticos de doencas.
Entretanto, estes aliados contribuiram para o surgimento de resisténcia bacteriana e
de novas formas vivas de microrganismos, provocando desafios na execucdo de
acOes rotineiras pelos profissionais de salde, relacionadas principalmente a
prevencdo de infeccdes hospitalares (FONTANA, 2008).

Na ultima década, o aumento de infeccdes nosocomiais ocasionadas pelas
micobactérias ambientais alarmaram as entidades de satde, embora relatos sobre o
envolvimento de micobactérias de crescimento rapido nestes quadros sejam descritos
desde 1950. Surtos oriundos destas micobactérias foram descritos em todo mundo
(SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2005; FONTANA, 2008; PITOMBO et
al., 2009).

InGmeros destes eventos resultam de falhas em processos de lavagem,
esterilizacdo e desinfeccdo de equipamentos, cooperando para a existéncia de

condicbes adequadas para a proliferacdo destes patdgenos. Equipamentos
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empregados em acupuntura, procedimentos de hemodialise, cateteres peritoneais,
aplicacdo de piercing, cirurgias estéticas (lipoaspiracdo, proteses mamarias,
mesoterapia,  mastectomia),  procedimentos  videocirdrgicos  (artroscopia,
broncoscopias, videolaparoscopias, endoscopias, colecistectomia, histerectomia,
ooforoplastia, entre outros), cirurgias oftdlmicas, foram citados como foco de
infeccdo das micobactérias ambientais (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE,
2005; PITOMBO et al., 2009).

A contaminacdo dos sistemas de agua em hospitais por micobactérias é
descrita hd muitos anos. Algumas espécies de micobactérias sdo capazes de colonizar
tanto sistemas de tubulacdo de agua fria quanto de agua quente, facilitando a
contaminacdo de fémites. Em 1997, Hunter identificou oito espécies de
micobactérias (M. fortuitum, M. gordonae, M. marinum, M. scrofulaceum, M. terrae,
M. ulcerans, Complexo M. avium e M. xenopi) associadas a transmissdo de
enfermidades ao homem pela agua. A presenca destes patdgenos em biofilmes
produzidos no fundo dos recipientes de solugbes degermantes e desinfetantes
também foram identificadas em surtos da doenca (FONTANA, 2008; LORENA et
al., 2009; PITOMBO et al., 2009).

A maioria dos casos notificados no Brasil e no mundo vinculados & MNT
foram atribuidos a difusdo de procedimentos invasivos como: lipoaspiracdo,
mesoterapia e videolaparoscopias. Embora estas micobactérias ndo suscitem altos
indices de mortalidade, é sabido que tém um significativo impacto na salde publica,
exigindo agdes efetivas para a prevencdo das mesmas (SECRETARIA ESTADUAL

DE SAUDE, 2007; FONTANA, 2008; PITOMBO et al., 2009).
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No mundo, entre os inumeros relatos de surtos pelas MNT, podemos citar: o
isolamento da espécie M. chelonae, subespécie abscessus em 86 pacientes apds
injecdo de penicilina em um hospital chinés entre 1997 a 1998; na Venezuela durante
2002 e 2003 e no Peru entre 2004 e 2005, apds sessdes de mesoterapia; Republica
Dominicana, apos cirurgias plasticas; no Canada em 2006, em pacientes tratados com
acupuntura e na Espanha, onde um levantamento realizado de 1982 a 2003,
identificou 341 pacientes com histdricos de micobacterioses (ZHIBANG et al., 2002;
FONTANA, 2008; MUNAYCO et al., 2008; PITOMBO et al., 2009).

No Brasil, desde 2005, surtos com o envolvimento das espécies M. abscessus,
M. chelonae e M. fortuitum-peregrinum foram notificados nos estados de S&o Paulo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Alagoas, Goias, Minas Gerais, Para, Espirito
Santo e Rio de Janeiro. De 2003 a 2008, 2102 notificacdes por infeccbes com
micobactérias de crescimento rapido distribuidos predominantemente em hospitais
privados foram constatadas. Determinando um problema epidemiolégico emergente
(SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2008; ANVISA, 2008; DUARTE et al,
2009; LEAO et al., 2009; LEAO et al., 2010; PITOMBO, 2009).

Os surtos de micobacterioses de maior relevancia no pais ocorreram em:
Campinas, Séo Paulo, nos anos de 2003 e 2004, com a identificacdo de 33 pacientes
em 4 hospitais, submetidos a mastoplastia de aumento; no ano de 2004 em Belém,
Pard, 310 pessoas foram diagnosticadas apds mesoterapia e videolaparoscopias
realizadas em dezesseis unidades de salude diferentes; na regido metropolitana do
estado do Rio de Janeiro em 2006, 699 notificacbes em 56 hospitais das cidades de
Duqgue de Caxias, Nilépolis, Niteroi, Nova Iguacu e 593 destas notificacdes eram

provenientes da cidade do Rio de Janeiro; e, por ultimo, no Espirito Santo, em 2007



18

foram 248 casos notificados (PITOMBO et al., 2009; MACEDO et al., 2009,
ANVISA, 2011).

As avaliacGes dos surtos de 1998 a 2009, no nosso pais revelaram uma
epidemia de grandes proporcdes concentrada em 10 estados, associada
procedimentos de videolaparoscopias, com uma espécie predominante de
micobactéria, sugerindo a presenca de uma fonte Unica, podendo ser vinculada a
equipamentos, produtos de insumos, ou desinfetantes. Entre as hipGteses elencadas
para esta situacdo encontram-se: modificacdes ecoldgicas na epidemiologia das
infeccdes em locais de assisténcia a saude (fato considerado natural e de carater
evolutivo); melhoria nos métodos e nos laboratorios de diagndstico do pais; aumento
das notificacdes, principalmente apds os surtos de 2005 a 2007; producdo crescente
de biofilmes devido ao reprocessamento de materiais; e a vasta disseminacdo de
novas técnicas de saude, ligadas aos procedimentos cosméticos (ANVISA, 2011).

Um surto recente foi descrito no Brasil, em 2009, relacionado a micobactérias
de crescimento rdpido e provocado apds procedimentos de vacinacao
(MATSUMOTO et al., 2009).

Neste surto ocorrido apds vacinacdo para diferentes finalidades em um posto
de saude da cidade de Andradina, interior de S&o Paulo, em 2009, 52 individuos
foram infectados. A cepa M. abscessus subespécie abscessus foi identificada como
responsavel. Apesar de ndo ter sido determinada a fonte de infeccdo, avaliagdes da
agua do local isolaram outras micobactérias de crescimento rapido como: M.
fortuitum, M. smegmatis e M. gordonae (MATSUMOTO et al., 2009).

O aumento do interesse dos laboratérios de micobacteriologia, principalmente

pela introducdo de novos métodos laboratoriais, em identificar as micobacteérias,
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permitiram correlacionar aspectos clinicos e epidemioldgicos, possibilitando
aprofundar os conhecimentos sobre as enfermidades causadas por estas espécies,
delinear surtos e determinar fontes de infeccbes (BARRETO e CAMPOS, 2000;
MACEDO e HENRIQUES, 2009).

O diagnostico das micobactérias patogénicas e de crescimento rapido é
definido pelo isolamento e identificacdo do agente e por provas bioquimicas para
definicdo de espécie. Para as MCR, entre as provas bioquimicas incluem-se: prova da
reducdo de nitrato, catalase, hidrélise do Tween, urease, arilsulfatase, absorcdo de
ferro, e utilizacdo dos carboidratos manitol, inositol e citrato, além de testes
adicionais ndo moleculares (BROWN-ELLIOT e WALLACE, 2002).

O avanco das técnicas de biologia molecular, entre elas a PCR (Polymerase
Chain Reaction), o Spoligotyping e o RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) permitiram identificar a transmissdo da tuberculose entre o0s
profissionais de salde, por meio da caracterizacdo das cepas envolvidas, além de
determinar, com um elevado grau de certeza, as fontes da infeccdo em
microepidemias hospitalares e confirmar casos de reinfeccdo (GONCALVES, 2001;
FRANCO e ZANETTA, 2004).

A identificacdo de espécies de micobactérias de crescimento rapido,
principalmente em amostras clinicas se faz atil por indicar a suscetibilidade a
antibioticos. Em muitos laboratérios, o procedimento de identificacdo das espécies é
realizado por provas fenotipicas e que sdo extremamente trabalhosos e demorados,
além de fornecer resultados inconclusivos ou mesmo ambiguos. Exemplificando: o
fato de ndo serem capazes de diferenciar espécies intimamente relacionadas como M.

chelonae de M. abscessus. Além disso, muitas espécies ainda ndo fazem parte de
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banco de dados, devido a sua recente associacdo a agentes de doenca. Outros
métodos como o HPLC (High Performance Liquid Cromatography - cromatografia
liquida de alta performance), que analisa os padrdes extraidos das cadeias longas de
acidos graxos (&cidos micolicos) presentes na parede celular das micobactérias, séo
empregados como rotina para a identificagdo de MNT em muitos laboratérios de
referéncia. Para o éxito na identificacdo, € necessario que as condi¢des de
crescimento das culturas sejam padronizadas, o que nem sempre é obtido,
acarretando em alteracdes nos picos dos padrdes de acidos micolicos, dificultando a
identificacdo. Estudos recentes indicam que o HPLC né&o identifica precisamente as
espeécies, e desaconselha seu uso como unico método de identificacdo, sendo mais
adequado seu emprego em conjunto com outras tecnologias (BROWN-ELLIOT e
WALLACE, 2002; ADEKAMBI et al., 2003).

Estudos relativos a identificacdo de espécies de micobactérias empregando o
sequenciamento de genes como o hsp 65, 16S rDNA e regido do espacador interno
ITS sdo freqlentes, além de analises ndo comerciais (in house) aplicando técnica de
PRA com diferentes genes codificantes como hsp65 (TELENTI et al., 1993), rpoB
(LEE et al., 2000), dnaJ (TAKEWAKI et al.., 1994), recA (BLACKWOOD et al.,
2000), tuf (SHIN et al., 2009) e transcricdo interna do espacador 16S-23S (KHAN et
al.,, 2005; ROTH et al.,, 1998), mas o limitado nimero de espécies de MNT
depositado nos banco de dados restringe a aplicagdo destas metodologias na rotina de
identificacdo nos laboratérios de referéncias (BROWN-ELLIOT e WALLACE,
2002; ADEKAMBI et al., 2003; COSTA et al., 2010a).

Entretanto, o método molecular mais difundido mundialmente para a

identificacdo de espécies de MNT consiste na PCR com analise de restricdo (PRA)
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de um fragmento de 439 pares de base, também conhecido com fragmento de
Telenti, a partir da codificacdo do gene de uma proteina de choque térmico (65kDa).
Entre as suas vantagens, citam-se: a simplicidade, o custo efetivo, por ndo envolver
radioisotopos e pela grande variedade de espécies de micobactérias que pode
identificar (TELENTI et al., 1993; BROWN e ELLIOT, 2002; LEAO et al., 2005;
CHIMARA et al., 2008;COSTA et al., 2010a).

O método versa na habilidade de enzimas de restricdo (Bstell e Haelll) em
cortar 0 DNA em fragmentos com determinadas sequéncias de bases. Estes
fragmentos de diferentes tamanhos sdo separados de acordo com o peso molecular,
pelo emprego de eletroforese em agar gel de alta resolucdo. A interpretacdo destes
fragmentos € feita por uma avaliacdo visual que compara as bandas formadas aos
marcadores de peso molecular e, posteriormente, os valores apresentados sdo
interpretados usando algoritmos publicados em um site da internet especifico para

esta analise, 0 PRASITE (http://app.chuv.ch/prasite/index.html) (TELENTI et al.,

1993; ABRAHAO, 1998; LEAO et al., 1999; BUM-JOM et al., 2001; PALOMINO
etal., 2002; COSTA et al., 2010a).

Em alguns casos 0 método PRA ndo € capaz de determinar com clareza a
espécie de micobactéria. Muitas pesquisas empregam 0 sequenciamento genético
com diferentes alvos para auxiliar a identificacdo. Esta metodologia possibilita a
confirmacdo dos resultados obtidos no PRA e a identificacdo de novas espécies. Os
alvos genéticos empregados frequentemente sdo: 16S, rpoB e hsp65 (BROWN-
ELLIOT e WALLACE, 2002; ADEKAMBI et al., 2003; COSTA et al., 2010a).

Cada alvo apresenta vantagens e desvantagens. O gene 16S é empregado ha

mais de 10 anos, sendo responsavel pela descri¢do de 45 novas espécies. O método é
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considerado padrdo ouro na identificacdo de micobactérias emergentes como néo
usuais e por ser amplamente difundido. Mas, para a descri¢cdo de novas espécies, seu
emprego € discutido, principalmente pela possibilidade de haver duas copias do
mesmo gene na mesma espécie e também pela dificuldade em distinguir espécies
intimamente relacionadas, sendo empregado para auxiliar a estabelecer grupos
taxonémicos (COOK et al., 2003; ADEKAMBI et al., 2006, da COSTA et al.,
2010a).

O gene hsp65 esta presente em todas as micobactérias, sendo altamente
conservado, mas com maior variabilidade que o gene 16S rRna, e, portanto, mais Util
na identificacdo de espécies geneticamente relacionadas. Por isso, é amplamente
empregado para estudos taxondmicos e na construcdo de banco de dados abrangente
(TELENTI et al., 1993, RINGUET et al., 1999; MCNABB et al., 2004; BRITO,
2008).

O gene rpoB codifica uma Unica cépia da subunidade b do Rna polimerase
bacteriano. Inicialmente, foi usado na identificacdo molecular de bactérias entéricas,
riquétsias, espiroguetas, Staphylococcus sp. Para micobactérias, o sequenciamento
parcial do gene apresentou resultados relevantes na identificacdo de espécies de
MNT, auxiliando na diferenciacao de espécies como: M. abscessus de M. boletti e de
M. massiliense, tornando-se vantajoso para a determinacdo taxonémica deste grupo
(BROWN-ELLIOT E WALLACE, 2002; ADEKAMBI et al., 2003; ADEKAMBI et
al., 2006; BRITO, 2008; COSTA et al. , 2010a).

Pesquisas realizadas comprovaram a importancia das formigas como vetores
de agentes patogénicos, entre eles, espécies de micobactérias relevantes para a Saude

Publica. Estudos com o género Mycobacterium auxiliariam a elucidar a funcéo destes
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artropodes como vetores e disseminadores potenciais das micobactérias em
ambientes hospitalares, permitindo o auxilio na ado¢cdo de medidas de controle e
erradicacdo eficazes destes insetos, minimizando os prejuizos ocasionados pelos
mesmaos.

Este projeto visa demonstrar o potencial das formigas como vetores
mecanicos de micobactérias em hospital especializado no atendimento de doentes de

tuberculose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial das formigas como vetores mecanicos de micobactérias

em um hospital especializado em tuberculose localizado no estado de S&o Paulo.

2.2 Objetivos Especificos
- Verificar a presenca e determinar a espécie de formigas encontradas em um
determinado ambiente hospitalar.
-Verificar a contaminacdo de formigas com espécies de micobactérias,
coletadas em hospital especializado em tratamento de tuberculose.
-ldentificar as espécies de micobactérias isoladas a partir de formigas através

de métodos de biologia molecular.



25

3 MATERIAL E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populacdo de estudo desta pesquisa foram as formigas encontradas no

hospital selecionado.
3.2 LOCAL DA COLETA

Para a realizacdo desta pesquisa foram avaliados, dentro da rede de
atendimento hospitalar pertencente a Secretaria Estadual de Salde de S&o Paulo,
hospitais que mantivessem como caracteristicas: o atendimento e internacdo de

pacientes com tuberculose, e que sua localizagio favorecesse a presenca de formigas.
3.2.1 Hospital selecionado

A escolha do hospital ocorreu ap6s a avaliagdo entre os hospitais vinculados a
Secretaria de Saude do Estado de Sdo Paulo com fatores favoraveis a presenca e
disseminacdo de formigas no ambiente, como: areas verdes ao redor do hospital e de

facil acesso, e a proximidade de residéncias.
3.2.2 Historico do hospital selecionado

O hospital selecionado (identificado como Hospital) foi construido na década
de 40 e iniciou o seu funcionamento em 1958 para ser um sanatério para tuberculose,
com capacidade operacional de 672 leitos, atendendo as determinacdes da legislagcéo
vigente que preconizava a internagdo compulsoria de doentes portadores de
tuberculose. A partir de 1980, com a altera¢do da politica de atendimento para estes

pacientes, substituindo-se a hospitalizagdo compulséria pelo atendimento
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ambulatorial, ficando a hospitalizacdo para casos graves e casos sociais, 0 hospital

teve seu nimero de leitos diminuidos progressivamente.

A necessidade de possibilitar um melhor aproveitamento de suas instalagdes,
funcionarios e equipamentos, esta unidade passou a ser um “hospital geral”, com

enfase em doencas infecciosas.

A unidade de saude escolhida, quando criada, seguia 0s preceitos vigentes na
década de 50 do século XX para o tratamento da tuberculose, mantendo os doentes
em locais com boa qualidade de ar e isolados da aglomeracdo urbana, preceitos
preenchidos por este hospital situado em uma area rural de uma cidade no interior do

estado de Sdo Paulo, longe de grandes centros urbanos.

Com o desenvolvimento urbano e o crescimento das cidades, esta Unidade de
Saude, que inicialmente encontrava-se distante do centro urbano, passou a integra-lo.
Atualmente, a instituicdo faz parte da area urbana da cidade, entretanto, mantém
como caracteristica a presenca de extensas areas verdes margeando suas edificaces,

das quais podem usufruir os pacientes internados.

O Hospital encontra-se situado a 280 km de Sao Paulo, numa area de 19

alqueires e 58.000 m?.
3.2.3 Caracteristicas atuais do atendimento neste Hospital

O hospital selecionado, no periodo da realizacdo da coleta, dispunha de 108
leitos operacionais, sendo 56 para Tisiologia, 12 leitos para AIDS e 40 leitos para
pacientes tuberculosos cronicos, sendo referéncia para as diretorias regionais de
salde de Araraquara, Franca, Barretos, Ribeirdo Preto e Sdo Jodo da Boa Vista, e,

quando necessario, atende também as cidades de Aracatuba, Presidente Prudente,



27

Sao José do Rio Preto, Bauru, Marilia, Assis, Sorocaba, Botucatu e Piracicaba

(SEVERO et al., 2007).

Entre 1994 a 2004, foram internados no hospital 1797 pacientes para o
tratamento de tuberculose (SEVERO et al., 2007). Os dados de pacientes internados
na instituicdo durante a realizacdo desta pesquisa foram de 165 pacientes, internados
entre janeiro de 2010 a janeiro de 2011, perfazendo uma média mensal de 13,75

pacientes.

Os pacientes internados, segundo as pesquisas realizadas entre 1994 a 2004
(SEVERO et al., 2007) e entre 2000 a 2005 (CALIARI e FIGUEIREDO, 2007),
eram em sua maioria do sexo masculino, representando no primeiro estudo 93% e no
segundo 83,2% do total de pacientes internados, com idade média de 42 anos e
provenientes de diversas regides do Estado de Sdo Paulo. Quanto a forma clinica, as
duas pesquisas relatam dados similares, com mais de 90% dos casos apresentando a
forma pulmonar da doenca. Os principais motivos da internacdo ocorreram
primeiramente por intolerancia medicamentosa, seguida de causas sociais e, por
ultimo, a falta de adesdo ao tratamento (CALIARI e FIGUEIREDO, 2007; SEVERO

et al., 2007).
3.2.4 Caracteristicas fisicas do Hospital

O prédio original do hospital selecionado apresenta o mesmo estilo
arquitetbnico encontrado em outros hospitais do interior do Estado de Sdo Paulo,
construidos nas décadas de 40 e 50 do século passado com a finalidade de internagdo

de pacientes com tuberculose.
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Atualmente, este € um dos hospitais que internam pacientes com tuberculose,

entre os 18 hospitais do estado para pacientes crénicos.

Possui uma area total construida de 54 mil metros quadrados, em forma de H,

sendo divididos em 11 blocos, de dois e trés pavimentos.

O hospital selecionado foi visitado em meados de 2007 e observado que as
estruturas da edificacdo encontravam-se extremamente deterioradas, sendo

informado na ocasido que uma reforma geral estava prevista.

No ano de 2008, a reforma foi iniciada pela Secretaria Estadual de Saude do
Estado de Sao Paulo e concluida no inicio de 2009. Esta reforma reparou toda a
estrutura fisica e das instalacbes do hospital e foram construidos espacos para
servigos de apoio, um abrigo para os médicos residentes e equipes de plantdo, além

de dependéncias de ensino e de pesquisa.

A area destinada aos pacientes portadores de tuberculose e Aids encontra-se
separada dos demais anexos, sendo composta por um bloco de 3 pavimentos e com

porta de entrada independente dos demais blocos.

No primeiro pavimento deste bloco estdo instalados o0s setores
administrativos, vestiarios dos funcionarios, almoxarifado, laboratérios de

diagnostico, salas de terapia ocupacional e refeitorios para os funcionarios.

No segundo pavimento estdo localizadas as alas de internagdo masculina e
feminina para os pacientes em tratamento para tuberculose. Estas alas sdo compostas

de:

- sala multiuso com televiséao;
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- saleta para preparo e armazenamento dos medicamentos;
- copa para os funcionarios;

- solarium: (area livre coberta, sem a presenca de janelas ou qualquer outro
elemento que impossibilite 0 contato da area externa com a area interna, com acesso

aos quartos e com livre acesso dos pacientes);
- quartos com acesso ao solarium;
- quartos sem acesso ao solarium;
- um banheiro para cada dois quartos.

No terceiro pavimento estdo internados os pacientes com tuberculose
multidrogarresistente. Neste pavimento, o acesso de funcionarios e visitantes €

restrito e monitorado.

3.3 TECNICA DE COLETA DAS FORMIGAS

As formigas foram coletadas em diferentes pontos do bloco hospitalar

responsavel pela assisténcia de doentes de tuberculose, citados abaixo:
- entrada principal do hospital,
- portas de acesso ao hospital,
- corredores de acesso as alas dos pacientes,
- cozinha,

- refeitorios (funcionarios e pacientes),
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- quartos dos pacientes,

- banheiros dos pacientes,

- “solarium” dos pacientes,

- sala multiuso dos pacientes,

- e dependéncias onde foi verificada a presenca das formigas.

As coletas foram realizadas entre os anos de 2009 e 2010, principalmente nas

estacGes mais quentes do ano (primavera e verao).

3.4 METODO DE COLETA

Para as coletas das formigas foram empregados criotubos de polipropileno,
esterilizados e com tampa de rosca de diferentes tamanhos. Um criotubo de 5 cm de
comprimento, designado de microtubo A; e outro de 8 cm de comprimento,

designado de microtubo B.

Os procedimentos para as coletas foram o de busca ativa com coleta manual

e 0 emprego de iscas atrativas.

As coletas foram realizadas entre os anos de 2009 e 2010, e pelo menos dois
exemplares de formigas foram coletados de cada local. Um exemplar destinado aos
procedimentos laboratoriais para isolamento e identificagdo de micobactérias e outro

exemplar para a identificacdo do género e espécie da formiga coletada.
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3.4.1 Método de coleta manual

Neste procedimento metodologico foram utilizados dois mecanismos de
coleta dos exemplares de formigas: a coleta em que o microtubo foi emborcado
diretamente sobre a formiga, e o outro com o auxilio de um pincel de cerdas macias

embebido em alcool a 70%.
3.4.1.1 Diretamente sobre a formiga

Nas coletas destinadas aos procedimentos laboratoriais, a coleta manual foi
executada emborcando-se o0 microtubo A estéril, sobre cada exemplar de formiga

encontrado.

Depois da captura, o microtubo foi fechado com tampa de rosca e o material
armazenado em freezer a -18°C até o seu processamento. Este procedimento foi

realizado em todas as coletas.
3.4.1.2 Método de coleta com pincel

Os exemplares de formigas destinados a identificacdo de género e espécie
foram coletados com auxilio de um pincel de cerdas macias embebidas em solucéo
alcoolica a 70%. As formigas aderidas as cerdas do pincel foram submersas no
microtubo A estéril, contendo alcool a 70%, posteriormente fechados com tampa de
rosca e armazenados em temperatura ambiente até o seu envio ao Laboratério de
Referéncia em Pragas Urbanas do Instituto Bioldgico, responsavel por esta

identificacéo.
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3.4.2 Método de coleta com isca atrativa

Com o objetivo de atrair um maior nimero de formigas, as iscas atrativas

foram utilizadas.

A isca atrativa inicialmente usada consistia de uma gota de mel colocada num
pedaco de papel com cola especifica para roedores, distribuidos nos quartos dos
pacientes por 24 horas. Como este método ndo se mostrou eficaz, empregou-se uma
mistura alimentar composta por figado bovino desidratado, bolo de abacaxi
industrializado e mel (BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999). Este preparado era
inserido dentro de tubos plasticos, medindo aproximadamente 20 mm de
comprimento e 5 mm de diametro, com as extremidades livres. Os tubos repletos da
mistura foram colocados nos microtubos B, que permaneciam abertos no local da

coleta possibilitando a entrada de formigas.

Este material foi distribuido em diferentes pontos do hospital, no horario
compreendido entre o final da manhd e o inicio da tarde (das 11h as 16 h). A escolha
deste periodo justifica-se porque, segundo os especialistas em artropodes, é

considerado o de maior atividade destes animais.

Decorridos pelo menos 20 minutos da distribuicdo das iscas, estas eram
verificadas, e naquelas em que havia a constatacdo de formigas, realizavam-se as

coletas.

Durante as coletas, observou-se o comportamento adotado pelas formigas.
Nas ocasides em que as formigas foram detectadas no interior do microtubo B
contendo a isca, este microtubo foi fechado com a tampa de rosca, permanecendo no

microtubo as formigas coletadas e a isca atrativa. Para aquelas iscas onde as formigas
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foram detectadas proximas ao microtubo B, a coleta realizada foi manual utilizando-

se 0 microtubo A que posteriormente foi fechado com tampa de rosca.

Todos os exemplares coletados pelo método de isca atrativa também foram

armazenados em freezer a -18°C até o seu processamento.

3.4.3 Identificacdo dos microtubos contendo formigas

Os microtubos A e B empregados durante a coleta das formigas foram
identificados de acordo com o local no qual os animais foram encontrados no
hospital. Para isto, estes microtubos receberam uma etiqueta com uma sequéncia
numérica crescente e relacionada ao local da sua coleta, anotados em uma planilha

(Anexo 1).

3.5 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE FORMIGAS

As formigas coletadas no hospital designadas para a identificacdo de espécie
foram armazenadas, como ja descrito, em microtubo A contendo alcool a 70% e
encaminhadas a Unidade Laboratorial de Referéncia em Pragas Urbanas do Instituto

Biologico, onde foram identificados segundo género e espécie.

Cada exemplar coletado recebeu uma etigueta com um ndmero
correspondente ao local da coleta. Estes exemplares foram identificados utilizando-se
as chaves de Bolton (1994) e por comparacdo com exemplares depositados na

Colecao Entomoldgica Adolph Hempel, do Instituto Bioldgico.
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3.6 ISOLAMENTOS DE MICOBACTERIAS ORIUNDAS DAS

FORMIGAS COLETADAS NO HOSPITAL

As formigas coletadas em microtubo A e microtubo B pelos métodos de
busca ativa e por isca atrativa foram processadas com o intuito de avaliar a presenca

de micobactérias através do isolamento destas em meios de cultura especificos.
3.6.1 Meios de cultura para isolamento e identificacdo de micobactérias

Para o isolamento de micobactérias foram empregados dois tipos de meio de

cultura:

- Lowestein-Jensen (LJ): sendo este um meio solidificado a base de ovo,
contendo glicerol e asparagina, consideradas fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, o que permite o crescimento da maioria das micobactérias de

interesse médico.

-Stonebrink: isento de glicerina e contendo piruvato de sédio como fonte de

carbono, foi empregado para o isolamento de Mycobacterium bovis.

3.6.2 Processamento dos exemplares de formiga para o isolamento de

micobactérias em meios de cultura.

As formigas coletadas foram submetidas aos métodos de isolamento para
micobactérias preconizados pelo Ministério da Satde (MINISTERIO DA SAUDE,
2005) e realizados no Laboratério de Tuberculose do Centro de Pesquisa e

Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico.
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Estes exemplares de formigas foram congelados um periodo minimo de 24
horas e processados em fluxo laminar, em um laboratorio de nivel de seguranca
bioldgica para tuberculose, segundo as normas do CDC (MINISTERIO DA SAUDE,
2006). Todos os materiais empregados no processo de isolamento e identificacdo

eram estéreis.

Cada exemplar de formiga coletado no microtubo A foi macerado no fundo

do préprio microtubo, com o auxilio de uma ponteira estéril e descartavel.

As formigas coletadas com o microtubo B foram retiradas e colocadas
individualmente em um novo microtubo A estéril. A numeracdo descrita no
microtubo B foi repetida no novo recipiente para cada exemplar retirado. Na
planilha do local da coleta, 0 nimero que correspondia a isca recebia a informacéo
sobre o numero total de formigas coletadas por aquela isca. SO entdo, estes
exemplares de formigas foram submetidos ao processo de maceracdo, realizado

como jéa descrito.

Em seguida, o material macerado foi suspenso em aproximadamente 2 ml de
salina fisiologica estéril, submetido a agitacdo no aparelho Vortex AP56 (Phoenix,
USA) por 30 segundos e semeado em quatro tubos de meio de cultura, sendo dois

tubos do meio Stonebrink e 2 tubos de Lowestein-Jensen.

Os tubos semeados foram identificados com a letra F mailscula seguida de
um ponto final e 0 numero correspondente & identificacdo da coleta da formiga. Esta
identificacdo foi adotada também nos métodos moleculares, conforme o exemplo

abaixo:

- F.183
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Cada tubo foi semeado com aproximadamente 0,5 ml da suspensdo da
amostra, correspondendo a cinco ou seis gotas de Pipeta Pasteur e incubados em

estufa a 37°C por até 90 dias.

3.6.3. Leitura dos meios de cultura

Foi desenvolvida uma planilha para o registro semanal do resultado da leitura
de cada formiga processada e semeada em meio de cultura. A cada leitura eram
avaliados os quatro tubos semeados para cada exemplar de formiga coletada (Anexo

2).
Nestas leituras foram verificados:
A) a presenca de crescimento suspeito de micobactéria.
Todo material que apresentava crescimento suspeito foi submetido:

- a confeccdo de uma lamina para execucdo da coloracdo de Ziehl-Neelsen
com a finalidade de identificar os bacilos alcool-a4cido resistentes, que sao

caracteristicos do género;

- a um novo repique em meio de cultura Léwestein-Jensen;
- a coleta de coldnias para realizacdo de métodos moleculares.

B) a presenca de crescimento suspeito com contaminagé&o.

Culturas com crescimento suspeito e presenca de fungos em areas restritas do

meio de cultura eram:

- mantidas em estufas e reavaliadas semanalmente,
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- submetidas a confeccdo de uma lamina para execucdo da coloracdo de
Ziehl-Neelsen com a finalidade de identificar os bacilos alcool-acido resistentes, que

sdo caracteristicos do género;
- realizado um novo repique em meio de cultura Léwestein-Jensen;
- e coletadas col6nias para realizacdo de métodos moleculares.

Culturas com crescimento suspeito e com contamina¢do mais acentuada de

microrganismos foram submetidas:

- a confeccdo de uma lamina para execucdo da coloracdo de Ziehl-Neelsen
com a finalidade de identificar os bacilos alcool-acido resistentes, que sao

caracteristicos do género;

- a0 método de descontaminacdo por Petroff (MINISTERIO DA SAUDE,

2005);
- semeados em novos meios de cultura Léwestein-Jensen.

Os cultivos, que mesmo apds a execucdo dos métodos de descontaminacao,
apresentaram crescimento apenas de coldnias suspeitas, foram submetidos aos

mesmos procedimentos adotados para material com crescimento suspeito.
C) Contaminacdo macica de fungos e de outras bactérias.

As culturas excessivamente contaminadas foram descartadas.
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3.6.4 Coloracoes utilizadas na identificacdo das micobactérias

Para a identificacdo das coldnias isoladas nas culturas foram preparados
esfregacos a partir de uma alca da colbnia suspeita. Estes esfregacos foram
submetidos ao método de coloracdo de Ziehl-Neelsen, conforme preconizado pelo
Manual de Bacteriologia da Tuberculose, desenvolvido pelo Ministério da Saude,
para a identificacdo de bacilos alcool - acido resistentes (BAAR). O fundamento
desta técnica consiste na capacidade das micobactérias em reter a fucsina apds
coloracdo e ndo se deixar descorar pela acdo do alcool-acido, permitindo a

visualizacdo de bacilos vermelhos.

Em casos duvidosos, foi utilizada a coloracdo de Auramina O, que permite a
visualizacdo de bacilos amarelo brilhante em fundo escuro por microscopia
fluorescente e também a coloracdo de Gram, capaz de diferenciar as bactérias Gram

positivas das Gram negativas.

3.6.5 Identificacdo fenotipica de micobactérias

Em relacdo as caracteristicas fenotipicas, foram avaliados: o tempo de

crescimento e a producao de pigmentos.

Optou-se por ndo realizar outros métodos bioquimicos classicos para a
determinacdo das espécies, por sua complexidade, pela possibilidade de resultados

inconclusivos e a presenca de culturas contaminadas.
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3.6.5.1 Avaliacéo do tempo de crescimento

O crescimento é definido como o tempo necessario para que as coldnias

possam ser visualizadas a olho nu, em meio solido.
As micobactérias foram classificadas conforme o tempo de crescimento:

- micobactérias de crescimento rapido, com tempo de visualizacdo das

colbnias menor que sete dias;

- micobactérias de crescimento lento, com tempo de visualizacdo das coldnias

maior que sete dias.

3.6.5.2 Avaliacéo da producdo de pigmento das culturas isoladas.

Para avaliacdo da producdo de pigmentos pelas micobactérias isoladas foram
executados repiques da cultura com crescimento em dois tubos de meio de cultura de
Lowestein-Jensen, que foram cobertos com papel aluminio, quando foi observado o
crescimento do material, um destes tubos foi exposto a iluminacdo fluorescente (30 a
60W), numa distancia aproximada de 30 cm, durante 4 horas. Ap0s esta exposi¢ao o
tubo foi reincubado “overnight”. Foi observada a pigmentacdo desenvolvida apds

este periodo comparando com o tubo que nédo foi exposto a luz.

As micobactérias podem ser classificadas em quatro grandes grupos,
observando-se o tempo de crescimento e a producdo de pigmentos segundo
classificacdo proposta por Runyon em 1958, e empregada pelo Ministério da Saude

(2006):
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I. Fotocromogénicas: colbnias ndo pigmentadas e que adquirem coloragédo

variando de amarelo a laranja quando expostas a luz,

I1. Escotocromogénicas: colonias adquirem cor variando de amarelo a laranja

na presenca ou auséncia de luz,
I11. N&o cromogénicas: coldnias ndo pigmentadas de coloragédo creme

IV. Crescimento rapido: desenvolvem col6nias nos meios de cultura em

menos de sete dias podendo ser pigmentadas ou nao.

3.7 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE MICOBACTERIAS

Para a identificacdo das espécies foram utilizados métodos moleculares como
a Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) para a deteccdo de espécies pertencentes
ao Complexo M. tuberculosis, PCR-restriction enzyme analysis (PRA) (TELENT]I et
al., 1993) para deteccdo de micobactérias ambientais, empregando em ambos 0s
métodos o gene hsp65 e sequenciamento genético do DNA com trés alvos diferentes

(hsp65, rpoB e 16 S 500) para confirmacdo da espécie de micobactéria.

3.7.1. Identificagéo por PCR

O material para analise do DNA das micobactérias foi obtido diluindo-se uma
alca da colonia em um a dois mililitros de salina fisiologica estéril em microtubo
com base autossustentavel e tampa de rosca e volume total de 1,5 ml, denominado de

microtubo “C”, que foi identificado, armazenado e congelado em freezer a -18°C.
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O procedimento de biologia molecular denominado de reacdo de cadeia de
polimerase (PCR) foi realizado para identificar se as amostras pertenciam ao género
Mycobacterium, sendo executados no Laboratério de Tuberculose do Instituto
Biologico. Posteriormente, o material com resultado positivo foi encaminhado para o
Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga (CRPHF), na cidade do Rio de Janeiro,
para a identificacdo da espécie por PCR-restriction enzyme analysis (PRA) e

sequenciamento genético do DNA.

As amostras que apresentaram resultados duvidosos na execu¢do do PCR no
Instituto Bioldgico foram encaminhadas ao CRPHF para a realizacdo de um novo

PCR com o gene hsp65, com outros métodos de extracdo do DNA.

3.7.1.1. Extracdo de DNA micobacteriano

Para a extracdo do DNA micobacteriano a suspensdo de col6nias suspeitas,
armazenadas no microtubo C, foi submetida ao procedimento de choque térmico:
fervura por 5 minutos a 100 °C, e congelamento a -20°C, sendo mantidas congeladas

até a realizacdo das técnicas moleculares.

Nas amostras em que a extracdo de DNA por choque térmico ndo foi

eficiente, optou-se pela execucdo de um novo método de extracdo no CRPHF.

Para este processo de extragdo de DNA, obteve-se uma nova massa de
coldnias da amostra suspeita, diluida em uma solucéo alcalina composta de 0,5 M de
Citrato de Sodio e 0,05M de Hidroxido de Sodio armazenada no microtubo “C”. A
solugéo foi agitada em Vortex AP56 (Phoenix, USA), mantida em repouso por 5

minutos, centrifugada a 2800 rpm por 5 minutos. O pellet obtido foi lavado com 0,5
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ml de TRIS-HCL (pH 8,0) e ressuspendido em 100 pl de agua livre de RNase

(HALL et al, 2003).

3.7.1.2 AmplificacGes

Os primers empregados no método de PCR para o gene hsp65 foram o
Tb11(ACC AAC GAT GGT GTG GCC AT) e Th 12 (CTT GTC GAA CCG CAT
ACC CT), responsaveis pela identificacdo de amostras pertencente ao género

Mycobacterium.

O PCR foi realizado para um volume total de 50 ul contendo 35,9 pl de dgua
ultra pura, 5 pl de tampéo, 1,5 pl de MgCl ,, 5 ul de Glicerol , 1 ul de cada primer,
0,4 pl de dNTPs e 0,2 ul de Taq polimerase e 2ul de dna da extraido da cultura. Os
parametros de amplificacdo foram: 95°C por 5% 45 ciclos de 94°C por 1', 60°C por 1'
e 72°C por 1'; e um ciclo final de 72°C por 7'.Em cada grupo de amplificacdes foi
utilizado como controle positivo DNA de M. tuberculosis H37Rv, e como controle
negativo, aliquotas de agua ultrapura (tipo 1) estéril. As amplificacbes foram

executadas em termociclador MJ Research PTC 100.

3.7.1.3 Eletroforese do produto amplificado

As eletroforeses foram realizadas em cuba horizontal, usando tampéo de
corrida TBE 1x (0,04 M Tris-acetato € 0,001 M EDTA, pH 8,0) a 0,5 M e gel de
agarose a 1,0% (p/v). O volume de 5 pl do produto de PCR amplificado foram

homogeneizados com 1ul de Gel Red (substituindo o Brometo de Etidio) e 2 ul de
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tampéo de carregamento (loading buffer) e aplicados no gel, que também recebeu um
marcador de peso molecular, que foi aplicado a esquerda do gel. Apds a eletroforese

os resultados obtidos foram visualizados em transiluminador.

As amostras confirmadas para o género Mycobacterium foram encaminhadas
ao CRPHF para a realizagé@o de técnicas moleculares como a PCR-restriction enzyme
analysis (PRA) e sequenciamento genético do DNA com a finalidade de identificar a

espécie de micobactéria isolada.

3.7.2 PCR- restriction enzyme analysis (PRA).

A técnica de PCR- restriction enzyme analysis (PRA) foi realizada no
CRPHF a partir das amostras que, ao serem submetidas a PCR para género,

apresentaram resultados positivos.

3.7.2.1 Preparacdo das amostras

Apbs a extracdo do DNA por fervura ou pelo método de Hall, as amostras
foram homogeneizadas em Vortex AP56 (Phoenix, USA) e centrifugadas a 2800 rpm
por 2 minutos e empregou-se 0 sobrenadante para analise de variabilidade com o

gene hsp 65 pelo método PRA.
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3.7.2.2. Amplificacao

Dois microlitros do DNA de cada amostra foram adicionados a cada tubo
contendo a mistura para a reacdo de PCR. Esta mistura com volume total de 50ul era
composta de: 50 mM KCI, 10 mM Tris HCI [pH 8.3], 1,5 mM MgCl,, 10% glycerol,
200 mM [cada] dNTPs, 0.5 mM [cada] primer Th11 e Th12, e 1U de Taq polymerase
(Invitrogen®). Para amplificacdo, foram realizados 45 ciclos (1 minuto a 95°C, 1
minuto a 60°C, e 1 minuto a 72°C) e uma extensdo de 10 minutos a 72°C. Os primers
empregados amplificaram um fragmento de 441 pares de base do gene hsp 65
(TELENTI et al., 1993). Controles positivos (DNA de H37Rv ATCC 27294) e
controles negativos (sem nenhum DNA) foram incluidos em cada amplificacéo
(COSTA et al., 2010). Os produtos das amplificacbes foram submetidos a digestao
com enzimas de restricdo BstEIl (Invitrogen, Brasil) e Haelll (Invitrogen, Brasil)

separadamente.

3.7.2.3 Analise de restricao

Para a digestdo com a enzima Bstell, 20 pl do produto da PCR foi adicionado
diretamente a uma mistura contendo 3pl de tampdo, 7 pl de agua ultra pura, 1 pl de
Bste 1l e incubadas a 60°C por 3 horas. O mesmo processo foi executado para a
enzima Haelll, com o emprego de 20ul do produto da reagédo em 3ul de tampéo, 7 pl
de agua ultra pura e 1 pl de Haelll, por 37°C, pelo mesmo periodo de tempo. Os
produtos digeridos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 5%
(Invitrogen, Brasil) em tamp&o TBE 1X. Um volume de 7ul do produto da digestdo

foram homogeneizados com 1pul de Gel Red (substituindo o Brometo de Etidio) e 2
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ul de tampdo de carregamento (loading buffer) e aplicados no gel. Foi realizado um
gel para avaliar os produtos de cada enzima. O padrdo de digestdo foi visualizado em
transiluminador. Para o calculo do tamanho e numero de fragmentos, foi empregado
marcador de peso molecular de 50 pb (Invitrogen, Brasil) aplicado na lateral

esquerda de cada gel.

As imagens contidas no gel foram capturadas em fotodocumentador para
fluorescéncia UV e luz branca Minibis Pro (DNR Bio Imagens systems®) e
avaliadas visualmente com relacdo aos padrbes formados. Estes padrGes de PRA -
hsp 65 foram analisados e interpretados comparando os fragmentos obtidos com

algoritmos descritos no site PRASITE (http://app.chuv.ch/prasite/index.html)

(CHIMARA et al., 2008)

3.8 SEQUENCIAMENTO GENETICO DO DNA DAS

MICOBACTERIAS ISOLADAS.

Foram empregados trés alvos diferentes com o objetivo de confirmar os

resultados obtidos para a identificacdo das espécies no PRA.

Os alvos selecionados foram: o gene hsp65, o gene rpoB e 0 genel6S 500

3.8.1 Amplificagdo das micobactérias isoladas com os alvos selecionados.

Para a amplificacdo parcial do gene rpoB, os iniciadores descritos por

Adekambi et al, 2003 foram utilizados:

Mycoseq F: 5' — GAAGGGTGAGACCGAGCTGAC - 3


http://app.chuv.ch/prasite/index.html
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Mycoseq R: 5' - GCTGGGTGATCATCGAGTACGG - 3'

Para a amplificacdo parcial do gene hsp65 os iniciadores descritos por Telenti

et al, 2003 (TB11 e Th12) foram utilizados:

Th1ll: 5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3'

Th12 :5-CTT GTC GAA CCG CAT ACCCT-3'

Para a amplificacdo parcial do gene 16S 500 os iniciadores descritos por Hall

et al, 2003 foram utilizados:
5-TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
5'-TACCGCGGCTGCTGGCAC-3'

Para a amplificacdo foram adicionados em cada microtubo com capacidade
de 200 pL: 2 pL de DNA ( 200 nanogramas), 1 pL de cada iniciador (50
pMoles/uL), 0,3 pL de dNTPs (25mM), 1,5 uL MgCI2 (50mM), 0,3 pL de Taq
polimerase e 5 pL de tampédo 10X e &gua ultra pura g.s.p., perfazendo um volume

final de 50 pL.

Cada microtubo foi colocado em um termociclador, utilizando os seguintes
ciclos: 94°C por 4 minutos, e 30 repeti¢des do seguinte ciclo: 94°C por 45 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Depois, 72°C por 10 minutos e por

final, 8°C até as placas serem retiradas do aparelho.

Como controle positivo, foi utilizado o DNA de M. tuberculosis H37Rv
ATCC 27294 e para o controle negativo, foi empregada agua ultrapura estéril sem a

presenca de DNA.
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3.8.2 Purificacdes e sequenciamento do material amplificado.

Os fragmentos amplificados foram purificados segundo as recomendacdes do
fabricante do Kit lllustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE

Healthcare, UK).

Em cada uma das reacdes de sequenciamento, foi utilizado 1,5 pL do kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems by Life
Technologies, USA), 1 uL de tampdo de sequenciamento 5X, 1,5 uL de agua ultra
pura, 2 pL de cada produto da PCR purificado (aproximadamente 20 nanogramas) e
4 pL de cada primer (3,2 pmoles) empregado nas PCR, separadamente. As reacdes
ocorreram em um termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems
by Life Technologies, USA), seguindo os seguintes parametros: 96°C por 1 minuto e

depois 25 ciclos (96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos).

3.8.2.1 Precipitacdo do material

Adicionou-se 30ul de isopropanol 75% a cada amostra, realizou-se agitacdo por 10
segundos em Vortex AP56 (Phoenix, USA) e a placa foi mantida em repouso ao
abrigo da luz por 15 minutos. O material foi submetido & centrifugacdo por 1 hora a
2800 rpm. Depois, o0 sobrenadante foi descartado, adicionado 50 pl de etanol a 75%,
e houve a realizacdo de nova centrifugacdo por 25 minutos a 2800 rpm. O
sobrenadante foi novamente descartado e a placa foi submetida a aquecimento a
60°C por 10 minutos. Finalmente, a placa foi coberta com papel aluminio e

armazenada a — 20°C.
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3.8.2.2 Desnaturacdo com formamida

Apds o processo de precipitacdo, os produtos de sequenciamento foram
preparados para serem submetidos a eletroforese no sequenciador automatico capilar.
A formamida permite a desnaturacdo, separando as fitas duplas de DNA a serem
analisadas no aparelho. 10 uL de formamida HI-DI Sequencing (Applied Biosystems
by Life Technologies, USA) foram adicionados em cada poco da placa,
posteriormente aquecido por 3 minutos a 95 °C e, em seguida, colocada em gelo por

5 minutos.

3.8.3 Sequenciamento genético do DNA

O sequenciamento genético foi feito no aparelho ABI Prism 3130 Genetic
Analyzer Sequencing (Applied Biosystems by Life Technologies, USA), sendo que
as sequéncias obtidas foram conferidas e editadas com o auxilio do programa

ChromasPro versdo 1.42 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html).

Entdo, essas sequéncias foram comparadas com outras provenientes de cepas
tipo obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide), utilizando o
programa Basic Local Alignment Search Tool - BLAST (ALTSCHUL et al., 1990)

disponivel na internet no endereco: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.
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3.8.4 Analise dos resultados do sequenciamento genético do DNA

A identificacdo genética é considerada confiavel quando a sequéncia obtida
do material avaliado apresentar 100% de identidade com a sequéncia produzida por

uma cepa padréo, ou cepa tipo.

Para a sequéncia de identificacdo do gene hsp 65 das micobactérias nao
tuberculosas, os pesquisadores consideram que a identificacdo pode ser confiavel
qguando a comparagdo entre a sequéncia da amostra e da cepa tipo apresentarem
ambiglidade superior a 97%, segundo critérios padronizados (MCNABB et al.,
2004). A sequéncia de identificacdo do gene rpoB da amostra deve apresentar
ambiguidade maior que 98% com a cepa padrdo para que a identificacdo seja
confiavel (ADEKAMBI et al, 2006). Para as avaliacbes das sequéncias de
identificacdo do gene 16S 500, espera-se ambiguidade maior que 99% entre a

amostra avaliada e a cepa tipo (COSTA et al., 2010a; TORTOLI, 2010).

Estes valores foram considerados e aplicados nas analises dos resultados do
sequenciamento genético do DNA por diferentes alvos, das micobactérias isoladas de

formigas.
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3.9 ARVORES FILOGENETICAS

Foram construidas arvores filogenéticas para as espécies de micobactérias que
pela identificagdo realizada por sequenciamento genético de DNA apresentaram
identificacdo superior a 97% para o gene hsp 65; superior a 98% para 0 gene rpoB e

superior a 99% para o gene 16S500.

As arvores construidas eram concatenadas empregando as sequéncias dos
genes hsp65, rpoB e 16S, com 441 pares de base do gene hsp 65, aproximadamente
711 pares de base do gene rpoB, e 500 pares de base do gene 16 S, ou seja,
sequenciamento parcial dos trés genes, empregou-se 0 método de neighbor-joining,
com modelo de correcdo Kimura-2-parametros no programa MEGA (v 4.0; Tamura,
Dudley, Nei and Kumar [http://www.megasoftware.net/]), empregando
Corynebacterium pseudotuberculosis CIP 102968 como grupo externo em todas as

arvores realizadas.

As sequéncias empregadas para comparacdo na primeira arvore foram obtidas
do GenBank e compreendiam: M. chelonae, CIP104535; M. novocastrense,
CIP105546; M. avium subespécie avium, ATCC 25291; M. immunogenum,
CIP106684; M. tuberculosis - H37rv; M. fortuitum, CIP104534; M. abscessus,

CIP104536.

Para a realizagdo da segunda arvore, as sequéncias obtidas do GenBank
utilizadas foram: M. murale, CIP105980; M. fortuitum, CIP104534; M. chelonae,

CIP104535; M. vaccae, CIP105934; M. holsaticum, DSMA44478; M. chitae,


http://www.megasoftware.net/

o1

CIP105383; M. confluentis, CIP105510; M. rhodesiae, CIP106806; M. tuberculosis,

H37Rv; M. avium subespécie avium, ATCC 25291.
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4 RESULTADOS

4.1 FORMIGAS

Para a avaliacdo do potencial de formigas como vetores de micobactérias,

foram coletados 247 espécimes de formigas no Hospital selecionado (Tabela 1)

Apbs a reforma do hospital ocorrida em 2008, foram realizadas seis coletas
durante os anos de 2009 e 2010, quatro destas coletas, foram efetuadas nas estagdes
climaticas com temperaturas mais elevadas (temperatura média de 30°C), primavera
e verdo (outubro/2009, janeiro/2010, fevereiro/2010 e novembro/2010) e duas coletas
foram efetuadas nas estacOes climaticas mais amenas (temperatura média de 20 °C),

outono e inverno (margo e julho de 2009).

Nas estacBes de primavera e verdo foram coletados 203 espécimes de
formigas, enquanto nas estacdes de outono e inverno, somente 44 exemplares foram

coletados (Tabela 1).

Como o hospital escolhido interna seus pacientes, a coleta de formigas foi
realizada durante o dia, com interferéncias minimas em suas rotinas. Estas coletas
concentraram-se entre 11 horas e 16 horas, periodo de maior atividade dos artrépodes
estudados, segundo as orientacbes da pesquisadora do Instituto Bioldgico,

especialista em pragas urbanas.
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Tabela 1: Formigas coletadas segundo 0 més e 0 ano da coleta, em hospital

especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose, 2009-2010.

Més Coleta  Anocoleta  Numero Frequéncia
Marco 2009 33 13,36

Julho 2009 11 4,45
Outubro 2009 29 11,74
Janeiro 2010 60 24,29
Fevereiro 2010 65 26,32
Novembro 2010 49 19,84

Total 247 100%
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Gréfico 1: Frequéncia de formigas coletadas segundo 0s meses em que as
coletas foram realizadas, em hospital especializado na assisténcia de pacientes com

tuberculose, 2009 - 2010.
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4.2 FORMIGAS OBTIDAS SEGUNDO O METODO DE COLETA

EMPREGADO
4.2.1 Método de coleta manual diretamente sobre a formiga

A coleta manual emborcando o microtubo “A” sobre a formiga foi executada

em todas as coletas e com maior frequéncia.

Este método capturou 143 espécimes de formigas, o que corresponde a 57,9%

dos exemplares coletados.
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A coleta por este método foi maior porque, assim que as formigas eram
visualizadas, emborcava-se 0 microtubo A sobre o inseto e esperava que subisse pelo
interior do microtubo para depois fecha-lo com tampa de rosca. Nos ambientes em
que a densidade de formigas era alta, somente a coleta manual foi efetuada. Isto
porque como a coleta de formigas era individual, cada formiga coletada era colocada
em um microtubo e identificada, isto facilitava a execucdo dos procedimentos em
laboratédrio, ja que as formigas eram processadas dentro do proprio microtubo da

coleta, sem a necessidade de transferi-las para outro recipiente.

4.2.2 Método de coleta com isca atrativa

A coleta com isca atrativa foi empregada para atrair um maior numero de
formigas, principalmente nos locais onde a sua presenca era escassa ou nula, sendo

realizado nas coletas de outubro de 2009, janeiro, fevereiro e novembro de 2010.

Este método capturou 104 espécimes de formigas, que correspondem a 42,1%

de todas as formigas coletadas.

O primeiro método de isca atrativa, composto de mel colocado em um pedaco
de papel adesivo para roedores, foi ineficaz. Este material foi colocado no hospital
por um periodo de 24 horas, e as expectativas eram coletar espécies de habito
noturno. Mas, as formigas apreendidas, ndo puderam ser processadas pela
impossibilidade de retira-las do papel adesivo, além de atrair outros artrépodes que

ndo eram alvo desta pesquisa.

O método de isca atrativa com mel, bolo de abacaxi e figado desidratado foi

eficiente e apds 20 a 30 minutos de exposicdo da isca, no ambiente, as formigas
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foram atraidas e uma média de 5 a 6 formigas foram coletadas no interior de cada

microtubo. e puderam ser capturadas.

Estas iscas foram adequadas ao ambiente hospitalar, por permanecer um
periodo curto de tempo, ser de facil aplicacdo e ndo atrair a curiosidade em excesso
dos pacientes e funcionarios do hospital. Os resultados obtidos foram eficientes
quanto a atracdo das formigas, mesmo nos locais onde sua presenca era pequena. Isto
possibilitou otimizar o procedimento de coleta e aumentar o nimero de formigas

coletadas.

4.2.3 Método de coleta manual com pincel

O método de coleta manual com pincel destinou-se a captura de formigas
para a identificacdo de espécies, e ocorreu em todas as coletas. As formigas foram

coletadas em namero suficiente para a identificacao das espécies.

4.3 OCORRENCIA DAS FORMIGAS NO HOSPITAL SEGUNDO

O LOCAL DA COLETA

As formigas foram detectadas e coletadas em diferentes ambientes do

hospital (Tabela 2).
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Os ambientes em que exemplares de formigas foram coletadas foram

descritos a seguir:

= Area interna de uma porta de saida do hospital, designada como

Servico,

= Area externa proxima a uma porta de saida do hospital, designada

COMO Servico,

solarium dos pacientes,

= quarto dos pacientes,

= banheiro dos pacientes,

= sala multiuso dos pacientes,
= refeitdrio dos funcionarios,

= sala de roupa limpa,

=  area externa do hospital,

= entrada area de internacéo,

= administracdo,

= |ixo presente no solarium dos pacientes,

tampa do vaso sanitario dos pacientes,

copo de bebida dos pacientes.

A coleta de formigas foi intensificada nos ambientes internos do hospital,

principalmente nas areas de permanéncia dos pacientes como: solarium, quartos e
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banheiro, ja que estes ambientes poderiam revelar dados sobre o risco potencial das

formigas como vetores mecéanicos de micobacterias.

Nas areas externas do hospital que dispbem de gramados e jardins foi

encontrada uma intensa diversidade de formigas.

Nestes locais foram coletados 38 espécimes de formigas, sendo considerado
um dos pontos de maiores coletas no hospital, mesmo com a realizacdo de uma
coleta menos detalhada. Isto porgue, a distancia destas areas com a ala dos pacientes
internados e a pequena presenca dos pacientes nestes locais, ndo justificavam uma
coleta macica com o propoésito de avaliar o potencial de formigas como vetores de

micobactérias.

Em areas como o solarium dos pacientes, além da presenca de formigas foi
detectado trilhas, e orificios de acesso aos ninhos. As trilhas encontradas
localizavam-se na entrada dos quartos dos pacientes, nas lixeiras existentes no

solarium e préximas a restos de alimentos.

Nos quartos dos pacientes, as formigas foram visualizadas no parapeito das
janelas, proximo as camas e nos armarios dos pacientes, contendo objetos pessoais,
alimentos e copos para bebida. Formigas também foram visualizadas e coletadas no

copo de bebida de um paciente, disposto no parapeito do quarto.

No banheiro dos pacientes foram detectados: orificios de acesso aos ninhos,
trilhas e formigas, dispersas nas paredes, no ch&o, nas lougas sanitarias (pia e vaso),

na tampa do vaso sanitario e nos escarros dos pacientes.
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No espaco multiuso, as trilhas das formigas foram visualizadas préximas a
restos de alimentos, nos pratos dos pacientes, na lixeira e em copos descartaveis com

restos de bebida.

Nas éareas administrativas do hospital, localizadas no primeiro andar,
observou-se a presenca de formigas aleatoriamente e sempre proximas a porta de

acesso para 0 ambiente externo. Nestes espacos, ndo foram detectadas trilhas.



60

Tabela 2: Formigas coletadas pelo método manual e com isca atrativa, nos
diferentes ambientes do hospital especializado na assisténcia de pacientes com

tuberculose no estado de Sao Paulo, 2009-2010.

Ambiente hospitalar Formigas coletadas Frequéncia
Area externa 38 15,4
Porta servigo area interna 12 4,9
Solarium 56 22,7
Corredor ala internacéao 7 2,8
Sala de roupa limpa 1 0,40
Administracéo 1 0.40
Entrada internagéo 1 0,40
Sala multiuso 16 6,5
Refeitorio funcionarios 13 53
Quartos pacientes 28 11,3
Banheiros pacientes 50 20,2
Copo paciente no quarto 13 53
Tampa vaso banheiro 11 4.4

Total de formigas coletadas 247 100
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Desta forma, de um total de 247 formigas coletadas, 174 espécimes de
formigas (70,4%) foram coletadas nas areas de convivio dos pacientes (grafico 2), e
nas demais areas, caracterizadas pela auséncia de convivio dos pacientes foram

coletadas 73 espéecimes(30,6%).

Os locais de convivio dos pacientes com maior numero de formigas coletadas

foram:

banheiro dos pacientes: 61formigas

solarium dos pacientes: 56 formigas,

quarto dos pacientes: 41 formigas,

sala multiuso: 16 formigas.

Gréfico 2: Ocorréncia das 174 formigas coletadas nas areas de convivio dos
pacientes internos em hospital especializado na assisténcia de pacientes com

tuberculose no estado de S&o Paulo, 2009 -2010.
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No solarium dos pacientes internados (Figura 1) alguns elementos facilitaram
a presenca e a disseminacdo destes espécimes, como o piso do local, com fissuras
possibilitando a instalacdo de ninhos, a auséncia de janelas ou qualquer isolamento
para 0 ambiente externo, e a presenca de restos de alimentos e lixeiras destampadas

(Figura 2).

Figura 1: Solarium do hospital especializado na assisténcia de pacientes com

tuberculose no estado de Sdo Paulo, 2009 - 2010.
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Figura 2: Lixeira destampada localizada no solarium do hospital

especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose no estado de Sao Paulo,

2009 - 2010.

O Hospital selecionado foi totalmente reformado e encontra-se em perfeito
estado de conservagdo (Figura 3), o que ndo impediu a presenca e a coleta de

diferentes espécies de formigas.
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Figura 3: Sala multiuso do hospital especializado na assisténcia de pacientes

com tuberculose, 2009 - 2010.

4.4 ESPECIES DE FORMIGAS COLETADAS.

Foram identificadas quatro espécies de formigas: Dorymyrmex sp., Pheidole

sp., Camponotos sp. e Tapinoma melanocephalum, relacionadas abaixo: (Gréafico 3)

172 espécimes de Tapinoma melanocephalum

62 espécimes de Dorymyrmex sp.,

= 8 espécimes de Camponotos sp.,

5 espécimes de Pheidole sp.
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Gréafico 3: Frequéncia de espécies de formigas coletadas no hospital

especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose no estado de

Sao Paulo, 2009 - 2010.
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Nas coletas pelo método manual diretamente sobre as formigas, a espécie
predominante foi a T. melanocephalum. Esta espécie, também foi a mais frequente

no método de coleta com iscas atrativas.
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45 CULTURA E ISOLAMENTO DE MICOBACTERIAS A

PARTIR DAS FORMIGAS.

Para o cultivo e isolamento de micobactérias a partir de um exemplar de
formiga, foram empregados os metodos de inoculacédo direta e Petroff ja descritos.
Nesta etapa, foram processadas todas as formigas coletadas, perfazendo um total de

247 amostras.

Cada amostra foi semeada em dois tubos de meio de cultura Léwestein-

Jensen e dois tubos de meio de cultura Stonebrink, e incubados a 37°C até 90 dias.

As culturas que apds este periodo ndo apresentaram a presenca de qualquer
crescimento foram consideradas negativas. De todas as 247 culturas avaliadas, 144

ndo apresentaram crescimento e 103 consideradas culturas com crescimento suspeito.

4.5.1 Culturas com a presenca de crescimento suspeito

Apdbs a leitura dos meios de cultura, 103 culturas foram avaliadas como

suspeitas para o crescimento de micobactérias.

Para estas culturas foram realizadas a coloracdo de Ziehl-Neelsen, e

consideradas positivas as culturas cujas laminas foram visualizados os BAAR.

As culturas, cuja avaliacdo das laminas por esta coloracdo ndo foi suficiente,
foram submetidas a coloracdo de Auramina O, e na persisténcia de duvida, executou-

se a coloracdo de Gram e analise deste material por uma bacteriologista.

A este processo tintorial foram submetidas aquelas culturas, em que foram

observados macroscopicamente: crescimento rapido (um a dois dias) e a presenca de



67

colbnias esbranquicadas. E na avaliacdo microscopica, presenca de BAAR pelo

método de Ziehl-Neelsen.

As 103 culturas que inicialmente apresentaram crescimentos identificados
como suspeitos, apos a realizacdo dos métodos de coloracdo, foram classificadas

como (Tabela 3 e Gréafico 4):

= 63 culturas com crescimento de contaminantes, dentre eles 0 género

Bacillus sp.,
= 25 culturas com crescimento de leveduras,

= e 15 culturas identificadas como positivas, pela presenca de BAAR.
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Tabela 3: Resultados das culturas obtidas de formigas segundo o local da coleta
realizada em hospital especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose no
estado de Sao Paulo, 2009 - 2010.

Local da Método Contaminantes Fungos Positiva Total
coleta
Solarium Manual e 10 7 3 20
Isca
Saida Manual e 3 - 2 5
servigo area Isca
interna
Area externa Manual e 7 1 1 9
Isca
Quartos Manual e 6 3 3 12
Isca
Banheiro Manual e 22 8 1 31
paciente Isca
Tampa vaso Coleta 3 - 2 5
manual
Copo Coleta 1 4 1 6
paciente manual
Refeitorio Manual e 2 1 - 3
funcionarios iscas
Sala Manual e 5 1 2 8
multiuso iscas
Areaexterna  Manual e 4 - - 4
porta servico iscas

Total 63 25 15 103




69

Um percentual de 6,7% das 247 amostras de formigas processadas para o
isolamento e identificacdo de micobactérias, apresentou crescimento suspeito e a

presenca de BAAR.

Gréfico 4: Resultado das culturas segundo a avaliacdo dos métodos de
coloracdo, obtidas de formigas coletadas no hospital especializado na assisténcia de

pacientes com tuberculose no estado de Sao Paulo, 2009 - 2010.

E\cgaivas BN

160
140 4

120
100
80+
60
40+
201

Resultado cultura

As culturas identificadas como positivas pela presenca de BAAR foram
repicadas em meio de cultura Lowestein-Jensen e destas, foram extraidas colonias

para a execu¢do de metodos moleculares.
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4.5.2 Testes bioquimicos para a identificacdo de micobactérias.

Os testes bioquimicos empregados na identificacdo de micobactérias
demandam tempo, sdo trabalhosos e nem sempre fornecem resultados claros e em
muitos casos a identificacdo da espécie ndo é concluida. Por estes motivos, optou-se
apenas pela avaliacdo do tempo de crescimento e a producao de pigmentos, conforme
estabelece 0 manual de bacteriologia da tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE,

2006).

Nesta etapa foram avaliadas 15 culturas positivas para a coloracdo, coletadas

nos seguintes ambientes do hospital:
F.21 — solarium pacientes (ambiente com convivio dos pacientes)
F.27 — area interna porta servigco (ambiente sem convivio dos pacientes)
F.28 — area interna porta servico (ambiente sem convivio dos pacientes)
F.38 — area externa (ambiente sem convivio dos pacientes)
F.99 — quarto paciente (ambiente com convivio dos pacientes)
F.142- solarium pacientes (ambiente com convivio dos pacientes)
F.145- solarium pacientes (ambiente com convivio dos pacientes)

F.184 e F.185 — banheiro dos pacientes (ambiente com convivio dos

pacientes)
F.210 — quarto paciente (ambiente com convivio dos pacientes)
F.211 — quarto paciente (ambiente com convivio dos pacientes)

F.215 — sala multiuso (ambiente com convivio dos pacientes)
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F.222 — sala multiuso (ambiente com convivio dos pacientes)
F.233 — copo paciente (ambiente com convivio dos pacientes)
F.235 — copo paciente (ambiente com convivio dos pacientes)

Quanto ao tempo de crescimento, todas as culturas apresentaram crescimento

rapido: menor que sete dias.

Em relacdo a producdo de pigmentos, as culturas foram classificadas como:

(Tabela 4).

= Qito culturas escotocromogenas, ou seja, com presenca de pigmento
independente da presenca de luz, de coloracdo amarelo-alaranjado.

F.21, F.27, F.99, F.210, F.211, F.215, F.222 e F.233.

= Sete culturas classificadas como acromogenas, devido a auséncia de
pigmento, com col6nias de coloracdo creme. F.184, F.185, F.28, F.38,

F.235, F.142 e F.145.
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Tabela 4: Resultado das culturas isoladas de formigas, segundo a avaliacdo da

producdo de pigmento, coletadas no, em hospital especializado na assisténcia de

pacientes com tuberculose no estado de Sao Paulo, 2009 - 2010.

Amostra Producéo de pigmento Classificacéo
F.21 Sim Escotocromogenas
F.27 Sim Escotocromogenas

F.184 Né&o Acromdgena
F.185 Néo Acromogena
F.99 Sim Escotocromogenas
F.210 Sim Escotocromogenas
F.211 Sim Escotocromogenas
F.215 Sim Escotocromogenas
F.222 Sim Escotocromogenas
F.233 Sim Escotocromogenas
F.28 Né&o Acromdégena
F.38 Néo Acromogena
F.235 Né&o Acromdgena
F.142 Néo Acromogena
F.145 Néo Acromogena



73

4.6 METODOS MOLECULARES

4.6.1 Resultados do método de PCR

Neste processo de avaliagdo, das 15 amostras inicialmente positivas, 12
foram identificadas como pertencentes ao género Mycobacterium, o que pdde ser
comprovado devido a presenca de uma banda em gel de agarose, com peso molecular

idéntico ao controle positivo.

Trés amostras (F.235, F.142, F.145) ndo apresentaram resultados conclusivos
nos métodos de coloracdo utilizados (Ziehl-Neelsen, Auramina O e Gram),
permanecendo a duvida se eram espécies de micobactérias. Ao serem avaliadas pelo
método de PCR para averiguar se pertenciam ao género Mycobacterium, os
resultados obtidos foram negativos, com auséncia da formacao de bandas no gel de

agarose.
As amostras consideradas positivas no PCR foram:
» F.21,F.27,F.184, F.185, F.99, F.210, F.211, F.215, F.222, F.233, F.28, F.38.
As amostras consideradas negativas no PCR foram:
» [F.235, F.142, F.145.

Os resultados foram repetidos pelo menos duas vezes para evitar davidas.
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4.6.2 PCR - restriction enzyme analysis (PRA)

As 12 amostras positivas para o género Mycobacterium no PCR, foram

submetidas ao método de PRA-hsp65, para a identificacdo da espécie.

Estas amostras foram submetidas inicialmente, a um PCR, para a

amplificacdo de um fragmento de 441 pares de bases do gene hsp65.

Em dez amostras, o produto amplificado foi satisfatério, o que permitiu a
execucdo da etapa seguinte do método. Em duas amostras, apesar de inUmeras
tentativas, ndo foi possivel a amplificacdo. Por este motivo, estas duas amostras

foram excluidas das analises.

As seguintes amostras apresentaram resultados satisfatorios: F.21, F.27,

F.184, F.185, F.99, F.210, F.211, F.215, F.222, F.233. (Tabela 5)

Das amostras F.28 e F.38 ndo foi possivel obter o produto amplificado. Estas

amostras eram provenientes de culturas com presenca de contaminantes.

Estes contaminantes foram identificados como bactérias pertencentes ao
género Bacillus sp., de crescimento muito rapido. Os isolamentos com este tipo de
contaminacdo foram submetidos a sucessivos repiques e ao emprego do método de
descontaminacdo por Petroff, para a obtencdo de colbnias puras. Mas este

procedimento n&o foi eficiente, e os resultados para 0 PCR permaneceram negativos.

O produto amplificado foi digerido com enzimas de restricdo especificas
(BstEll, Haelll) e os fragmentos resultantes deste processo foram comparados com

algoritmos disponiveis no site: http://app.chuv.ch/prasite/index.html.
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Tabela 5: Descricdo dos fragmentos formados pelo método de PRA e a
correlacdo com a espécie de micobactéria isoladas em formigas coletadas no hospital

especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose no estado de S&o Paulo,

2009-2010.

Formiga Enzima BSTe Enzima Haelll Espécie
F.21 235 120 85 150 80 65 M. murale
F.27 235 210 - 150 95 60/55 M. chubuense
F.184 330 130 - 200 65 50 M. chelonae
F.185 330 130 - 200 65 50 M. chelonae
F.99 440 - - 175 87 59 M. gadium
F.210 440 - - 175 87 59 M. gadium
F.211 440 - - 175 87 59 M. gadium
F.215 440 - - 175 87 59 M. gadium
F.222 233 129 79 181 161 40 M.senegalense

Type 4
F.233 440 - - 145 139 59 M. duvalli type 4

Nota: Quando a enzima de restri¢do ndo consegue clivar O DNA da amostra, é mostrado o tamanho total do fragmento, que

possui 441 pares.
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De todas as formigas coletadas no hospital e submetidas ao isolamento, em
4,85% foram confirmadas as presencas de micobactérias pelo emprego do método de

PCR.

A identificacdo da espécie de micobactéria isolada a partir de formigas foi

realizada em 83,33% das amostras com resultados positivos no método de PCR.

4.6.3 Sequenciamento

O sequienciamento das amostras foi realizado para confirmar os resultados

obtidos no método PRA.

Para 0 gene hsp65 os resultados obtidos das analises das amostras foram:

F.21 apresentou 98,25% de similaridade com a cepa tipo da espécie

Mycobacterium murale (M.murale).
=  F.27 apresentou baixa identidade com a cepa tipo da espécie
Mycobacterium setense (94,5%).

= F.184 e F.185 apresentaram 100% de identidade com a cepa tipo da espécie

Mycobacterium chelonae (M. chelonae)

= F.99, F.210, F.211 e F.215 apresentaram baixa similaridade (96,25%) com a

cepa tipo da espécie M. novacastrense (M.novacastrense).

= F. 222 apresentou 100% de identidade com a cepa tipo da espécie

Mycobacterium doricum (M. doricum).



77

F. 233 apresentou 97,01% de identidade com a cepa tipo da espécie

Mycobacterium komossense (M. komossense)

Para o gene rpoB os resultados obtidos das analises das amostras foram:

F.21 apresentou 97,64% de identidade com a cepa tipo da espécie M. murale.

F. 27 apresentou baixa identidade com a cepa tipo da espécie M. wolinski

(91,57%)

= F.184 e a F.185 apresentaram 100% de identidade com a cepa tipo da espécie

M. chelonae.

= F.99 F. 210, F.211 e F.215 - em todas estas amostras os resultados foram

idénticos, baixa identidade (93,5%) com a sequencia da cepa tipo da espécie
M. flavescens.

= F.222 apresentou baixa identidade (92,9%) com a cepa tipo da espécie M.

monacaense.

= F.233 também apresentou baixa identidade (95,42%) com a cepa tipo da

espécie M. smegmatis.
Para 0 gene 16S rRna 500 os resultados obtidos das analises das amostras foram:
= F.21 apresentou baixa identidade (98,48%) com a cepa tipo da espécie

M. murale.
= F.27 apresentou baixa identidade (98,12%) com a cepa tipo da espécie

M. rhodesiae.
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F.184 e F.185 apresentaram 100% de identidade com a cepa tipo da espécie

M. chelonae.

F.99, F.210, F.211, F.215 apresentaram identidade de 97,84% com a cepa

tipo da espécie M. moriokaense.

= F.222 apresentou baixa identidade com uma sequencia, presente no banco de

dados GenBank, de uma espécie de bactéria, descrita como néo cultivavel.
» F.233 apresentou 100% de identidade com a cepa tipo da espécie

M. parafortuitum.

Na tabela 6 foram transcritos os resultados do sequenciamento utilizando os

diferentes alvos.
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Tabela 6: Espécies de micobactérias identificadas pelo sequenciamento de trés

diferentes alvos, isoladas de formigas coletadas no hospital especializado na

assisténcia de pacientes com tuberculose do estado de Séo Paulo, 2009 - 2010.

Amostra Resultado hsp 65 Resultado rpoB Resultado 16 S 500
F.21 98.25% M.murale | 97.64% M. murale | 98,4% M. murale
CIP105980 CIP 105980 CCUG 39728
F.27 94.5% M.setense 91.57% M.wolinskyi | 98,12% M. rhodesiae
ATCC 700010_ DSM44223
F.184 100% M. chelonae 99.44% M. chelonae | 100% M. chelonae
AM 902969.1. EU109288.1 JCM 6388
F.185 100% M. chelonae 100% M. chelonae | 100% M. chelonae
AM 902969.1. EU109288.1 JCM 6388
F.99 96.25% M. novocastrense | 93.5% M. flavescens, | 97,84% M. moriokaense
CIP105546 AY859698.1 CIP 105393
F.210 96.25% M. novocastrense | 93.5% M. flavescens, | 97,84% M. moriokaense
CIP105546 AY859698.1 CIP 105393
F.211 96.25% M. novocastrense | 93.5% M. flavescens, | 97,84% M. moriokaense
CIP105546 AY859698.1 CIP 105393
F.215 96.25% M. novocastrense | 93.5% M. flavescens, | 97,84% M. moriokaense
CIP105546 AY859698.1 CIP 105393
F.222 100% M. doricum, 92.9%M. monacense. 98.35% id Uncultured
beta  proteobacterium
DSM 44339 clone EF417611.1
F.233 97.01% M. komossense 95.42% M. smegmatis | 100% M. parafortuitum

AY 438649.1.

amostras foi de 30%.

A concordancia entre o0 método de PRA e o sequenciamento genético das



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158954697?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZYG83CHD012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158954697?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZYG83CHD012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/125901268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZYZCJJEF013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/125901268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZYZCJJEF013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/125901268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZYZCJJEF013
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4.7. ARVORE FILOGENETICA

As arvores filogenéticas foram construidas para a confirmagdo da
identificacdo das amostras de micobactérias, que através do sequenciamento foram
consideradas como validas através da analise de pelo menos dois dos alvos genéticos

utilizados (Figuras 4 e 5).

As amostras de formigas com isolamento de micobactérias, que apresentaram
resultados validos, foram as amostras F.184 e F.185, identificadas através do
sequenciamento como pertencentes a espécie M. chelonae, e a F.21 identificada

como M. murale.
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Figura 4: Arvore filogenética concatenada dos genes hsp65, rpoB e 16S rRna
construida através do método de Neighbor-Joining,com modelo de corre¢do de
Kimura-2 parametros e valores de bootstrap estimados a partir de 100 replicacGes, da
amostra de micobactéria identificada como M. chelonae isolada de formiga no
hospital especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose no estado de S&o

Paulo, 2009- 2010.

A cepa tipo de M. chelonae e as amostras F. 184 e F.185 foram incluidos na

arvore em um grupo monofilético, suportado por um alto valor de bootstrap (100%).
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A segunda arvore filogenética realizada foi da amostra identificada como

pertencente a espécie M. murale.

10— F.1/21
M. murale CIP 105980
M. vaccae CIP 105934
M. rhodesiae CIP 106806
M. fortuitum CIP 104534
100—— M. chitae CIP 105383
M. confluentis CIP 105510
M. holsaticum DSM 44478
3 M. tuberculosis H37rv
98 b————M. avium subsp avium ATCC 25291
M. chelonae CIP 104535

Corynebacteriun pseudotuberculosis cip 102968

El|

0.0z

Figura 5: Arvore filogenética concatenada dos genes hsp65, rpoB e 16S rRna
construida através do método de Neighbor-Joining,com modelo de correcdo de
Kimura-2 parametros e valores de bootstrap estimados a partir de 100 replicagdes,
Arvore filogenética da amostra de micobactéria identificada como M. murale isolada
de formiga no hospital especializado na assisténcia de pacientes com tuberculose no

estado de Sao Paulo 2009-2010.

A cepa tipo de M. murale e a F. 21 foram incluidos na arvore em um grupo

monofilético, suportado por um alto valor de bootstrap (100%).
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Na Tabela 7 foi relacionado o local, 0 método e a as espécies de formigas
coletadas, das quais foram isoladas micobactérias e identificacdo quanto a espécie

das mesmas.
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Tabela 7: Espécies de formigas em que foram isoladas micobactérias,

segundo o local da coleta no hospital especializado na assisténcia de pacientes com

tuberculose do estado de S&o Paulo, 2009 — 2010

Amostra Espécie de Data Local da coleta Método de Espécie
formiga coleta coleta micobactéria
F.21 Pheidole sp Margo Solarium dos pacientes Coleta manual M. murale
2009 (1)
F.27 Dorymyrmex sp Marco Avrea interna saida Coleta manual N&o identificada
2009 (1) Servico
F.184 Tapinoma Fevereir Tampa vaso sanitario Coleta manual M. chelonae
melanochepalum 0 banheiro do quarto de
2010 (5) numero 6
F.185 Tapinoma Fevereir Tampa vaso sanitario Coleta manual M. chelonae
melanochepalum 0 banheiro do quarto
2010 (5) numero de 6
F.99 Tapinoma Janeiro Quarto paciente de Coleta manual Né&o identificada
melanocephalum 2010 (4) numero 5
F.210 Tapinoma Fevereir Quarto paciente de Método comisca | N&o identificada
melanocephalum 0 numero 5
2010 (5)
F.211 Tapinoma Novembr Quarto paciente de Método com isca | N&o identificada
melanocephalum 0 numero 5
2010 (5)
F.215 Tapinoma Novembr | Porta sala multiuso para | Coleta manual N&o identificada
melanocephalum 0 solarium
2010 (6)
F.222 Tapinoma Novembr | Porta sala multiuso para | Método comisca | N&o identificada
melanocephalum 0 solarium
2010 (6)
F.233 Tapinoma Novembr | Copo paciente quarto 6 Coleta manual M. parafortuitum
melanocephalum 0

2010 (6)
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos as espécies de formigas que ocorrem na area urbana foram
alvos de inumeras pesquisas. O maior interesse dos pesquisadores foi avaliar a
capacidade destas em atuar como vetores de agentes patogénicos, em diferentes
ambientes, entre eles, o ambiente hospitalar (FOWLER et al., 1993; BUENO e
FOWLER, 1994; DELABIE et al., 2002, MOREIRA et al., 2005; FONTANA et al.,
2010; RODOVALHO et al., 2007).

O interesse de pesquisadores no assunto reflete a preocupacdo do risco
potencial para a satde publica, que a disseminacdo destes animais pode provocar nos
ambientes hospitalares, a grande mobilidade de algumas espécies (200m a partir do
ninho, e velocidade de até 3cm/s), sdo caracteristicas que favorecem a disseminacgéo
de patogenos.

As investigacdes sobre formigas nos ambientes hospitalares concluem que
elas sdo potenciais vetores mecanicos de bactérias patogénicas, sendo responsaveis
por 1 a 2% das infec¢cdes nosocomiais (FOWLER et al., 1995; DELABIE et al, 1995;
ZARZUELA, 2002; MOREIRA et al, 2005; RODOVALHO et al., 2007; MAIA et
al., 2009).

As bactérias comumente isoladas de formigas em ambientes hospitalares sao:
Staphylococcus, Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia e outros bacilos tanto
gram positivos como gram negativos (FOWLER et al, 1993; ZARZUELA et al.,
2002; CINTRA, 2006; MOREIRA et al., 2005, COSTA et al., 2006a;
RODOVALHO et al., 2007; SANTOS et. al. 2009).

Um dnico estudo avaliou o potencial de formigas como vetores de

micobactérias. Esta pesquisa coletou formigas em laboratérios de diagndstico de
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tuberculose humana e animal, isolando em quatro formigas da espécie Paratrechina
longicornis (formiga louca), trés micobactérias das espécies: M. fortuitum-
peregrinum, M smegmatis e M. tuberculosis (ROXO et al, 2010).

Os resultados desta pesquisa foram determinantes na demonstracdo do
potencial de formigas como vetores mecanicos de micobactérias em hospital
especializado no atendimento de pacientes com tuberculose.

O hospital selecionado é um dos Unicos na rede estadual de Sdo Paulo, que
interna os pacientes em tratamento para a tuberculose. Os pacientes internados, em
sua maioria, sdo moradores de rua com estado de satde debilitado, decorrente ndo so
de seus habitos de vida, bem como pela presenca da doenca, muitas vezes
diagnosticada em estagios avancados.

Ambientes hospitalares favorecem a disseminacdo de infecces. A presenca
de vetores mecanicos colabora para a disseminacdo dos microorganismos
responsaveis por estas infeccdes. Hospitais, como o escolhido, em que os pacientes
apresentam a salde debilitada devido a tuberculose, as infeccdes secundarias podem
se instalar e agravar o seu estado geral.

No inicio deste estudo, em uma visita prévia, realizada em meados de 2007, o
hospital encontrava-se em estado de conservacdo precario e as formigas
disseminadas por todos 0s ambientes, sendo constatadas trilhas em frestas de porta,
pisos e parede, nas janelas e nos azulejos dos banheiros, além de inimeros orificos
de acesso aos ninhos.

Foram coletadas 247 formigas, destas 73 coletadas no primeiro ano, 2009 e

174 coletadas no ano de 2010. A diferenca entre as coletas provavelmente foram
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influenciadas pela reforma do hospital que dificultou, em um primeiro momento, a
disseminacéo destes artropodes.

O Hospital ndo adotou nenhuma medida direcionada a prevencdo destes
artropodes, e isto influenciou o retorno das formigas ao ambiente, somado a
condicdes favoraveis, como a presenca de alimentos, que colaboraram para atrair 0s
insetos

As espécies de formigas coletadas no Hospital pertenciam a quatro espécies:
T. melanocephalum, Dorymyrmex sp., Pheidole sp., e Camponotos sp. Estas mesmas
espécies encontradas foram descritas em estudos anteriores que avaliaram formigas
em ambientes hospitalares no Brasil (FOWLER et al., 1993; DELABIE et al., 1995;
BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999; ZARZUELA et al., 2002; CINTRA, 2006).

A biodiversidade de formigas estabelecidas em ambientes hospitalares
brasileiros é alta quando comparada aos hospitais de clima temperado como nos
Estados Unidos, paises da Europa e Chile (FOWLER et al., 1993, ZARZUELA et al.,
2002; MAIA et al., 2009; BRAGANCA e LIMA, 2010)

As espécies de formigas coletadas no hospital escolhido pertencem as trés
subfamilias apontadas como as de maior frequéncia nestes ambientes:
Dolichoderinae,que inclui espécies do género Dorymyrmex e Tapinoma
melanocephalum; Formicinae, que inclui espécies do género Camponotos e
Myrmicinae que inclui espécies do género Pheidole (MAIA et al, 2009).

As formigas da espécie Tapinoma melanocephalum (formiga fantasma)
foram as mais prevalentes neste estudo, concordando com os resultados de outras

pesquisas em ambientes hospitalares (FREITAS e TEIXEIRA, 2007; FOWLER E
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BUENO, 1998; ZARZUELA et al., 2002; MOREIRA et. al., 2005; LISE et al., 2006;
GUERRA e CONCEICAO, 2010; TANAKA et al, 2007).

A espécie é considerada invasora, oriunda da Africa ocidental, e muito bem
adaptada aos tropicos, principalmente nas cidades da regido sudeste do Brasil.
Levantamentos em hospitais de pequeno, médio, e grande porte, caracterizam esta
espécie como a mais prevalente (FOWLER et al., 1993; BUENO e CAMPOS-
FARINHA, 1999).

Especialistas em himenopteros sdo unanimes em afirmar que as espécies
invasoras, quando bem adaptadas, deslocam as formigas nativas e predominam no
ambiente. Consideracdo coerente com 0s nossos dados, pela ocorréncia macica de T.
melanocephalum (DELABIE et al., 1995; FREITAS e TEIXEIRA, 2007; CINTRA-
SOCOLOWSKI, 2007).

Algumas caracteristicas de T. melanocephalum, denominada também de
formiga fantasma, favorecem a sua disseminacao, entre elas:

= tamanho relativamente pequeno,

= coloracdo que dificulta a sua percepcdo, com cabeca e
mesossoma escuros, pernas, gaster e antenas amarelo claros;

= coldnias com varias rainhas e um grande numero de operarias;

= ninhos pouco organizados, facilitando a instalacdo em areas
pequenas;

= habitos alimentares muito semelhantes aos habitos humanos e

= mobilidade de 200m a partir do ninho, e velocidade de 3 cm
por segundo (NICKERSON et. al, 2004; FREITAS E

TEIXEIRA, 2007).
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Esta espécie ainda apresenta mais uma singularidade, inseticidas a base de
piretroides utilizados para outras pragas, como as baratas, colaboram para a
disseminacéo desta espécie por promover a fragmentacdo de seus ninhos e assim a
sua disseminacdo (CAMPOS-FARINHA, 2004).

Uma particularidade interessante desta espécie € a assiduidade em espacos
bem conservados, e estes ndo impedem a sua nidificacdo, presente em locais
pequenos como: atras de azulejos, guarnicdes de janelas e batentes de portas
(BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1998; SOARES et al., 2006)

No hospital escolhido, os ninhos foram encontrados nos locais descritos nos
estudos, principalmente nos azulejos dos banheiros dos pacientes, e em orificios no
piso do solarium, proximos aos batentes das portas dos quartos dos pacientes.

A espécie Dorymyrmex sp., foi a segunda mais prevalente no hospital. Esta
espécie € encontrada frequentemente na area rural, ou areas externas no ambiente
urbano. Quanto aos seus habitos alimentares sdo onivoras e oportunistas, evitando
interacBes agressivas com outras espécies (IOP et. al., 2009). O hospital escolhido,
quando construido, localizava-se na area rural. Com o desenvolvimento da cidade, a
proximidade com residéncias e o comércio aumentou, mas ainda mantém extensos
gramados e jardins com arvores. As formigas desta espécie foram obtidas na area
externa, no solarium dos pacientes e no refeitorio dos funcionarios entre os anos de
2009 e 2010.

A espécie do género Camponotos, (formiga carpinteira) identificada no
hospital é caracteristica de edificaces com problemas estruturais e de ambientes
com oferta de alimentos. As deficiéncias estruturais possibilitam a constru¢do dos

ninhos, e estas observagdes eram condizentes com a realidade do hospital antes da
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reforma. (FOWLER et al., 1993; BUENO e FOWLER, 1994, ZARZUELA et. al.,
2002; GONCALVES et al., 2011). Atualmente, o hospital € bem conservado, o que
ndo justificaria a presenca destas formigas. Acredita-se que como estas foram
coletadas logo apos a reforma (marco, julho e outubro de 2009), elas poderiam ser
remanescentes do periodo anterior.

Em relacdo a espécie Pheidole sp. (formiga cabecuda), coletadas no solarium
e no refeitorio do hospital no ano de 2009, esta é uma espécie nativa, e que tem como
principal caracteristica a poligina, reduzindo a agressividade inter colonial e
permitindo seu deslocamento para diferentes reparticbes dos hospitais, adquirindo
bactérias patogénicas, e colaborando para a disseminacdo de doencas infecto
contagiosas neste ambiente (PESQUERO et. al., 2008; ZARZUELA et al., 2002).

As formigas sdo capazes de manter associagfes com bactérias, bacilos e
fungos (PEREIRA E UENO, 2008). Esta capacidade explica o resultado das nossas
culturas para o isolamento de micobactérias, identificando 63 culturas contaminadas,
com o crescimento de bactérias capazes de liquefazer o meio de cultura em menos de
48 horas. Os fungos foram observados em 25 cultivos, e em alguns meios houve

crescimento conjunto de contaminantes e de fungos.

Uma das maiores dificuldades encontradas no isolamento foi a contaminacgéo
dos meios de cultura por Bacillus sp. Esta bactéria é encontrada no solo, na agua e
envolvida em infeccBes intestinais. As caracteristicas macroscopicas das culturas em
seu desenvolvimento inicial assemelhavam-se as colbnias de micobactérias; e a
coloragéo de Ziehl-Neelsen, em muitas amostras, ndo era conclusiva para a presenca

de BAAR.
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Apds quatro dias, as coldnias de Bacillus sp. difundiam-se por todo o meio de
cultura, e adquiriam um aspecto viscoso e brilhante, muito diferente do
comportamento das colonias de micobactérias. O crescimento concomitante deste
contaminante e de culturas positivas para micobactérias representou um grande
desafio.

Como as micobactérias apresentam um crescimento mais lento, quando
comparado com outros patégenos, a contaminacdo instala-se rapidamente,
inviabilizando o meio de cultura

Em duas culturas positivas para micobactérias pela coloracdo de Ziehl-
Neelsen, confirmadas no PCR estavam contaminadas por Bacillus sp. As técnicas de
descontaminacdo (método de Petroff e repiques sucessivos) empregadas ndo foram
suficientes para obter coldnias puras, prejudicando a analise destas micobactérias
isoladas quanto a espécie.

Primeiramente, para 0s meios de cultura com crescimento foram observadas
as caracteristicas macroscopicas das col6nias. Culturas com crescimento semelhante
ao das micobactérias eram denominadas de suspeitas.

Os métodos de coloracdo empregados: Ziehl-Neelsen, Auramina O, e Gram
foram adequados para uma triagem inicial de coldnias suspeitas para o0 crescimento
de micobactérias. Esta etapa possibilitou selecionar culturas que foram submetidas a
PCR para confirmar se pertenciam ao género Mycobacterium, direcionando as
andlises.

As identificacBes bioquimicas relacionadas ao tempo de crescimento e a
producdo de pigmento auxiliaram na identificacdo das espécies de micobactérias

isoladas de formigas.
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Todas as micobactérias isoladas foram identificadas como de crescimento
rapido, que podem ou ndo ser patogénicas ao homem.

Com a utilizacdo de métodos moleculares, avaliacbes duvidosas foram
esclarecidas.

Foram avaliadas pela PCR, 15 culturas consideradas positivas pelos métodos
de coloragdo, e 12 pertenciam ao género Mycobacterium.

As trés culturas negativas na PCR foram equivocadamente consideradas
positivas nas avaliagdes iniciais. Os métodos de coloracdo, avaliacdo de crescimento
e avaliacbes macroscopicas identificaram possiveis culturas positivas. Estas
metodologias ndo devem ser as Unicas empregadas, pois ndo sao conclusivas.

Das doze culturas positivas para o género Mycobacterium, nove foram
coletadas nas areas de convivio dos pacientes como: quartos, banheiro, solarium e
sala multiuso e trés culturas coletadas em areas sem convivio dos pacientes como:
areas externas, e areas internas do hospital préximas a portas de saida.

A espécie T. melanochepalum encontrada em maior ndmero neste estudo,
caracteriza-se por ser uma espécie invasora. Esta espécie é originaria da Africa
Ocidental, sendo amplamente disseminada em regides tropicais e subtropicais. Esta
espécie é descrita como a de maior prevaléncia em diferentes ambientes, entre eles
hospitais, bem como é considerada vetor mecanico de agentes patogénicos como:
Staphylococcus, Serratia, Klebsiella, Acinetobacter, Enterobacter, Candida e
Enterococcus (FOWLER et al., 1993; ZARZUELA et al., 2002; NICKERSON et
al., 2004; MOREIRA et al., 2005; COSTA et al., 2006a; TEIXEIRA et al., 2009)

Todas estas espécies de formigas encontradas neste estudo foram descritas

anteriormente em ambientes hospitalares e consideradas vetores mecanicos de
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bactérias patogénicas (ZARZUELA et al., 2002; COSTA et al, 2006a;
RODOVALHO et al., 2007; MAIA et al., 2009; FONSECA et al., 2010). Estas
espécies também poderdo ser consideradas vetores mecanicos de micobactérias em
ambientes hospitalares no presente estudo.

Para a determinacdo das espécies de micobactérias isoladas foi utilizado o
método de PRA-hsp65, adotado como rotina em laboratorios de identificacdo de
micobactérias, e 0 sequenciamento genético do DNA das culturas para confirmar as
espécies identificadas pelo PRA. As avaliacdes moleculares sdo mais precisas que as
avaliacBes bioquimicas, porque estas podem produzir resultados inconclusivos,
principalmente, para micobactérias de crescimento rapido.

As metodologias moleculares permitiram identificar quatro espécies de
micobactérias.

Foram avaliadas dez culturas de micobactérias, destas, trés foram
identificadas pelo PRA e confirmadas no sequenciamento genético.

As espécies identificadas pelo PRA e confirmadas no sequenciamento foram:

» uma espécie M. murale (F.21),
= e duas espécies M. chelonae (F.184 e F.185).

Para o sequenciamento do DNA das culturas de micobactérias foram
adotados alguns critérios:

Para o gene hsp65, a espécie foi considerada identificada quando a identidade
com a cepa padrao foi igual ou superior a 97% (MACNABB et al., 2004).

Para 0 gene rpoB, a identificacdo quanto a espécie foi considerada quando os
valores de identidade foram superiores a 98% com a cepa padrdo da espécie

(ADEKAMBI et al., 2006).
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Para o gene 16S (com 500 pares de bases seqlenciados), a identificacéo
quanto a espécie foi considerada quando os valores de identidade foram superiores a
99% com a cepa padrao da espécie (TORTOLI, 2010).

A partir da analise conjunta dos resultados obtidos com o sequenciamento dos
trés alvos empregados foi possivel determinar:

- amostra F.21 identificada como provavel espécie M. murale. A
probabilidade de a amostra ser desta espécie foi considerada alta. No alvo hsp a
identidade com M. murale (CIP 105980) foi de 98,5%. No alvo rpoB, apesar da
identidade para a espécie ser menor que o critério adotado (97,64% M. murale (CIP
105980), foi muito préximo a ele. E para o alvo 16S 500, a identidade para espécie
também foi abaixo do critério (98,4% M. murale CCUG 39728), mais proximo a ele;

- amostra F.27 ndo foi identificada. Em todos os alvos empregados a
identidade obtida foi menor que o critério adotado. Como a identidade em todos 0s
alvos foi muito baixa, isto € sugestivo de uma nova espécie, mas como s6 uma
amostra foi isolada com esta caracteristica, a hipotese foi desconsiderada;

- amostra F.184 e a amostra F.185 foram identificadas como M. chelonae.
Nestas duas amostras a identidade nos trés alvos foram superiores aos critérios
adotados. Na amostra F.184, 100% de identidade com a cepa padrdo (AM 902969.1)
para o alvo hsp, 100% com a cepa padrdo (JCM 6388) para o alvo 16S 500 e 99,4%
com a cepa padrdo (EU 1092881.1) para o alvo rpoB. A amostra F.185 obteve
identidade de 100% nos trés alvos, para as mesmas cepas. O alvo 16S ndo é o mais
adequado na identificacdo da espécie M. chelonae, mas foi utilizado para padronizar

a metodologia;



95

-amostra F.99, amostra F.210, amostra F.211 e amostra F.215 ndo foram
identificadas. As identidades apresentadas para os trés alvos foram baixas, mas os
valores idénticos.

Estas amostras, com resultados baixos e idénticos no sequenciamento
genético do DNA nos trés alvos empregados indicam uma nova espécie.

Para que a identificacdo de uma nova especie seja realizada, faz-se
necessario, no minimo, trés isolamentos distintos. Esta pesquisa isolou quatro
amostras distintas, obtidas de formigas diferentes, mas com culturas
macroscopicamente semelhantes, e que apresentaram as mesmas caracteristicas
genéticas quando avaliadas para o PRA-hsp e para o sequenciamento genético do
DNA. Para confirmar esta nova espécie seriam necessarios, estudos mais detalhados.

A amostra F.222 nao foi identificada. No alvo hsp a identidade foi de 100%
com a cepa padrao da espécie M. doricum (DSM44339). No alvo rpoB, a identidade
foi baixa, e para 16S 500, a amostra foi identificada como uma bactéria nédo
cultivavel presente em solos. Este resultado ndo foi considerado. Uma proposta seria
sequénciar a cepa padrdo de M. doricum e compara-la com a sequéncia de 16S da
bactéria ndo cultivavel para averiguar se existe alguma similaridade.

A amostra F.233 foi identificada como provavel M. parafortuitum, por ter
apresentado identificacdo alta no alvo 16S 500, considerado padrdo ouro para o
sequenciamento genético. Nesta amostra, 0s resultados poderiam ser mais
detalhados, como sequénciar o alvo 16S inteiro para M. parafortuitum, e compara-lo
com a amostra.

Com o genoma das micobactérias, inimeros alvos foram detectados e estes

poderiam ser utilizadas na sua identificacdo. Um deles, o gene 16 S é considerado
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alvo de primeira escolha, sequenciando todo o genoma da micobactéria. Uma
alternativa a este alvo seria 0 gene hsp-65, com 440 pares de base. Outros alvos
podem ser utilizados, entre eles o rpoB, para micobactérias de crescimento rapido.

A avaliacdo da sequéncia genética da amostra ndo depende apenas da escolha
de um bom alvo, os resultados do sequenciamento devem ser comparados a
sequencias de nucleotideos presentes em bancos de dados. Mas estes bancos nem
sempre mantém informacdes atualizadas, ou de fontes fidedignas, acarretando em
erros na identificacdo das espécies (TORTOLI., 2010). Além disso, a aplicacao de
valores estritamente matematicos em relacdo a identidade com a cepa padrdo em
entidades biologicas é questionavel. Em relacdo as micobactérias, 50% séo
consideradas espécies distintas, mas apresenta semelhanca genética superior a 99%
com uma ou mais espécies do género. (TORTOLI, 2010). Neste estudo, uma das
principais dificuldades foi a auséncia de cepas padrdo de fontes confiaveis
depositadas no banco de dados, restringindo a nossa analise e justificando falta de
identificacdo de algumas espécies isoladas nesta pesquisa.

As arvores filogenéticas realizadas compararam a sequéncia genética das
amostras de micobactérias isoladas no hospital com a cepa padrdo da espécie
identificada. As espécies avaliadas foram M. chelonae e M. murale. E as arvores
demonstraram a similaridade entre a cepa isolada e a cepa padrdo das espécies.

Atualmente, pertencem ao género Mycobacterium cerca de 150 espécies
identificadas, sabe-se que este numero deve aumentar com 0s avangos das
tecnologias moleculares, principalmente as de crescimento rapido.

As micobactérias de crescimento rapido sdo amplamente distribuidas no

ambiente, seu potencial como agentes de infecgdo foi descoberto nos anos 50 do
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século passado, mas recentemente o aumento de surtos com estes patdgenos alertou
para 0 enorme problema que infecgbes por estas especies podem representar
(FONTANA, 2008; PITOMBO et al, 2009).

Esta pesquisa isolou de formigas micobactérias de crescimento rapido,
comprovadas pelos métodos de coloracdo, PCR para o género Mycobacterium,
identificacdo da espécie pelo PRA-hsp65 e sequenciamento genético do DNA.

Foram identificadas quatro culturas sugerindo uma nova espécie de
micobactéria, duas culturas com a presenca de uma micobactéria patogénica ao
homem (M. chelonae), e uma cultura com uma espécie de micobacteria nao
patogénica, mas vinculada a contaminacdo de sistemas de filtro de 4&gua em uma
creche.

M. murale é uma micobactéria saprofita, escotocromogénica, e recentemente
descrita como maior colonizador bacteriano de paredes internas de filtro de agua em
creche (VUORIO et.al., 1999). Esta espécie foi isolada em uma formiga da espécie
Pheidole sp., coletada no solarium dos pacientes do hospital

As micobactérias da espécie M chelonae sdo acromogenas e consideradas
patogénicas para 0 homem, com capacidade de se manter viavel e multiplicar-se por
no minimo 30 dias em &gua destilada a 25C. Ambientes Umidos favorecem a sua
presenca (PITOMBO et. al., 2009).

E responsavel por infeccBes cutaneas, incluindo infecgdes pos-cirdrgicas;
infeccdes profundas ou doengas disseminadas em hospedeiros imunocomprometidos
como imunocompetentes. E descrita em infec¢cGes nosocomiais por contaminagéo de

broncoscopios (BROWN-ELLIOT,2002; LEAO et al., 2009).
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Os surtos por micobactérias no Brasil entre 1998 a 2009 foram identificados
em diferentes procedimentos cirargicos, procedimentos estéticos, inoculacdo de
vacinas e medicamentos, procedimentos executados com endoscopios. Na maior
parte destes episodios houve contaminacdo por micobactérias, devido a falhas nos
procedimentos de esterilizacdo. Micobactérias também sdo descritas como
colonizadoras de sistemas de agua, biofilmes presentes em solucdes saneantes e
desinfetantes, colaborando para a disseminacdo de infeccbes nosocomiais
(FONTANA, 2008; PITOMBO et al., 2009; DUARTE et al., 2009; LEAO et al,
2010; ANVISA, 2011).

Investigacdes realizadas pela ANVISA denunciaram a ocorréncia de infeccao
hospitalar por  Mycobacterium  abscessus/chelonae/fortuitum, através de
procedimentos invasivos, na maioria do tipo: endoscopias, broncoscopias,
laringoscopias, entre outros procedimentos utilizando endoscépios (FONTANA,
2008; ANVISA, 2011).

Embora ndo represente alta mortalidade, estas infec¢bes denotam um impacto
significante na salde publica, exigindo medidas de prevencao articuladas envolvendo
secretarias de salde, administracbes hospitalares, laboratérios, pacientes,
profissionais de salde e outros envolvidos com a area (FONTANA, 2008; ANVISA,
2011).

As espécies M. fortuitum, M. abscessus e M. chelonae estdo relacionadas a
doencas de pele e do tecido subcuténeo e decorrente de procedimentos hospitalares
ou cirurgias. Caracterizam-se por abscesso piogéncios, com supuragdo. A evolugdo
do caso é determinada por uma inflamagdo cronica, progressiva, com formacao de

nodulos e fistulagdo. A auséncia de respostas para as terapias antibidticas
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convencionais, empregadas em infeccbes cutaneas indica a presenca destes
patdgenos (ANVISA, 2007; FONTANA, 2008).

A espécie M. chelonae foi isolada em duas formigas coletadas na tampa do
vaso sanitario do banheiro dos pacientes. A proximidade dos pacientes com formigas
que transportavam um agente potencialmente patogénico ressalta a preocupacdo com
0 risco potencial destes artropodes como vetores mecanicos, considerando a sua
capacidade de locomocao.

No banheiro em que estas formigas foram coletadas, a sua presenca foi
intensa. Neste ambiente foram coletadas 61 formigas, correspondendo a maior coleta
em ambientes com convivio de pacientes.

Os pacientes do hospital relataram durante as coletas, que a noite, a tampa do
vaso ficava cheia de formigas. A presenca destas foi detectada em escarros, no chao,
na pia e nos azulejos, verificou-se a presenca de trilhas nas paredes e de ninhos no
rejunte dos azulejos.

A espécie M. chelonae ja foi responsavel por um surto de infeccdo apos
injecdo de Penicilina. As investigacdes concluiram que as micobactérias
encontravam-se na tampa do frasco do medicamento e eram injetadas na solucao ao
serem preparadas. Como esta espécie era resistente ao antibidtico, cresciam
lentamente no local onde a medicacdo era injetada, promovendo a infeccdo
(ZHIBANG et al, 2002; FONTANA, 2008). Este estudo comprova a facilidade de
contaminacdo de objetos por micobactérias facilitando a sua transmisséo ao homem.

A pouca aversdo das pessoas a estes artropodes possibilita que transitem em
diferentes ambientes, podendo contaminar-se no banheiro e transportar o agente em

seu corpo até enfermarias, centros cirargicos, refeitérios, entre outros.
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Identificar a espécie de micobactéria envolvida em um surto se faz importante
porque muitas sao resistentes a antibioticos.

Estes resultados confirmam o potencial destes artrépodes como vetor
mecanico de micobactérias, podendo veicular micobactérias patogénicas ao homem.

A dificuldade de eliminar estes artropodes do ambiente hospitalar € um dos
maiores desafios no controle de infecgcdes hospitalares. Para um controle eficaz, as
espécies de formigas presentes no ambiente devem ser identificadas, e as acbes
direcionadas as caracteristicas destas, mas dificilmente isto é realizado.

A grande diversidade de espécies no Brasil, a ampla disseminacdo nos
hospitais e 0 envolvimento cada vez maior destas espécies no transporte de diferentes
agentes patogénicos devem ser considerados como um dos maiores desafios no
controle de infecces hospitalares.

As medidas de prevencdo sO serdo eficazes quando primeiramente a classe
médica e os profissionais de saude, conscientizarem-se do problema para a saude

publica que a presenca de formigas em hospitais representa.
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7 CONCLUSOES

= As formigas sdo vetores mecanicos de micobactérias em ambiente
hospitalar.

®= No hospital selecionado foram detectadas quatro espécies de
formigas.

= A formiga fantasma foi a espécie predominante (Tapinoma
melanocephalum) no ambiente hospitalar.

= As formigas estavam disseminadas em todos os ambientes do hospital
selecionado.

®= As micobactérias isoladas em formigas neste trabalho eram de
crescimento rapido, com espécies patogénicas e ndo patogénicas ao
homem.

= Foram isoladas micobactérias patogénicas (M. chelonae) e uma
possivel nova espécie de micobactérias em  Tapinoma
melanocephalum.

= A contaminacdo de fomites deve ser considerada, ja que formigas
foram coletadas de copos de pacientes, e circulam por todos os
ambientes.

= Qs surtos no Brasil envolvendo micobactérias de crescimento rapido
sdo preocupantes em ambientes com a presenga concomitante de

formigas e de micobactérias patogénicas.
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= A pouca importdncia dada a associacdo de formigas com a
transmissdo de doencas € um dos principais obstaculos para seu

controle e prevencao, principalmente dos profissionais de salde.
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ANEXO 1

Planilha para identificacdo local da coleta de formigas.

Data coleta

Numero Formiga

Local da coleta
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Planilha para controle da leitura dos meios de cultura

ANEXO 2

Identificacdo cultura

Meios de cultura

L-J

L-J ST

ST

Data
leitura

Legenda:

(-): Sem crescimento; (C): Contaminante; (+): Positivo; (F): Fungo.
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