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ABSTRACT

Survival of mycobacteria in different kinds of freshwater and salt water. Strains of
Mycobacterium avium-intracellulare, M. gordonae and M. fortuitum showed an ability to survive
and/or multiply during 30 days in autoclaved water samples. According to the strain behavior, the
water samples could be divided in three groups: the first supporting the mycobacterial growth
(swimming pool, water in contact with animals and stream), the second allowing survival of the
strains (tap water and reservoir) and the third salt water yielding variable growth patterns. Salinity
was more important than the quantity of organic matter as a major factor for this behavior.
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INTRODUGAO

A epidemiologia das micobacterioses, excetuando-se a tuberculose, a hanseniase
e o granuloma de piscina, permanece ainda um assunto controvertido, pois 0s modos
de transmissao, reservatérios e fontes de infecgdo, ndo estdo devidamente definidos
(YOUMANS, 1980). Diversas espécies de micobactérias apresentam uma distribui¢ao
ubiquitaria, tendo sido freqiientemente isoladas de fontes ambientais e/ou animais
(GOSLEE e WOLINSKY, 1976; GRUFTH et al., 1981). Alguns trabalhos mostraram a
similaridade sorotipica ou fagotipica entre estirpes ambientais e isolados clinicos
(ENGEL et al., 1981; NEL, 1981), sugerindo que, pelo menos em certos casos, o reser-
vatério possa estar na natureza.

De forma semelhante ao Mycobacterium tuberculosis, micobactérias atipicas
podem infectar o homem sem produzir doenga: testes intradérmicos realizados com
PPDs de varias espécies tém demonstrado que um grande nimero de pessoas podem
estar naturalmente infectadas por um ou mais tipos destas micobactérias (VANDIVIERE
et al., 1981). Estes fatos sugerem a existéncia de uma fonte de infecgéo bastante rica e
difundida, como seria o caso de uma fonte ambiental. Embora a grande maioria dos
individuos infectados jamais venham a apresentar quaisquer sintomas, eles estéo sujei-
tos, em algum momento de suas vidas, a terem a doenga ativada, em decorréncia de
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fatores que modifiquem as interacdes entre parasita e hospedeiro, tais coimo doengas
predisponentes e alteracdes de imunidade (YOUMANS, 1980), destacando-se aqui a
AIDS. O registro de infeccdes generalizadas em pacientes aidéticos, por micobactérias
atipicas e em especial por M. avium-intracellulare-scrofulaceum (complexo MAIS), tem
aumentado assustadoramente (HORSBURGH Jr., 1991).

Dentre os fatores ambientais, a agua pode estar desempenhando um papel impor-
tante na epidemiologia destas micobacterioses. A partir dela ja foram isoladas espécies
potencialmente patogénicas para o homem, inclusive o complexo MAIS (FALKINHAM llI
et al., 1980; NASCIMENTO e GONTIJO FILHO, 1991).

A hipbotese de que a agua seja um reservatoério natural para algumas destas mico-
bactérias oportunistas deve ser analisada através de experimentos que incluam, além
do seu isolamento, um estudo sobre a viabilidade e capacidade de multiplicacao destes
microrganismos, nestes ambientes. No presente trabalho, foram avaliados a sobrevi-
véncia e/ou crescimento de diferentes estirpes micobacterianas em amostras de agua
de diversas procedéncias.

MATERIAL E METODOS

Micobactérias utilizadas: 6 estirpes, 3 delas isoladas de agua e identificadas
como M. gordonae, M. avium-intracellulare e M. fortuitum e 3 amostras tipo: M.
gordonae - ATCC 19227, M. intracellulare - ATCC 15985 e M. fortuitum - ATCC 19542,

foram cultivadas a 37 °C e sob agitacdo, em caldo Middlebrook 7H9 adicionado de ADC
Enrichment (Difco Laboratories, USA), ate atingir aproximadamente 10 UFC/mi.

Amostras de agua: volumes de 1500 ml foram coletados em frascos escuros
estéreis. As amostras, todas procedentes da cidade do Rio de Janeiro, tinham as se-
guintes origens: torneira, reservatério, piscina, aquario de agua doce, fonte natural
(dgua mineral), lagoa salgada (Lagoa de Joatinga) e mar (Praia da Bica e Barra da
Tijuca). Transportadas em gelo para o laboratério, foram imediatamente autoclavadas
(121 °C/15 min). Nas mesmas condicées de transporte, volumes idénticos foram cole-
tados, simultaneamente e nos mesmos locais, para as determinacbes de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e cloretos. Estas
analises foram feitas em duplicata na Fundagédo Estadual de Engenharia do Meio Am-
biente (FEEMA - RJ), de acordo com critérios recomendados pela APHA-AWWA-WPCF
(1980).

Avaliacdao da sobrevivéncia e/ou crescimento das micobactérias em agua:
aliquotas (1 ml) das culturas obtidas como descrito acima, foram lavadas duas vezes
em salina estéril e diluidas até 10° UFC/mI, nesta mesma solugdo. Volumes de 0,1 mi
destas diluicdes foram adicionados, em duplicata, a tubos de rosca contendo 10 ml de
cada amostra de agua, previamente autoclavados. Controles de crescimento endogeno
e de viabilidade das estirpes foram semeados, conforme descrito acima, em agua bi-
destilada estéril e caldo Middlebrook 7H9 enriquecido de ADC, respectivamente. Os
tubos foram incubados a 37 °C, com agitagdo diaria descontinua, por 30 dias. Conta-
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gens do nimero de células viaveis foram realizadas nos tempos 0, 5, 10, 15 e 30 dias
de incubacéo, em placas de agar Middlebrook 7H10 (Difco Lab., USA), adicionado de
0,5% de glicerol e OADC Enrichment (Difco Lab., USA). As placas foram divididas em
quadrantes e semeadas, em duplicata, com 50 ul de sucessivas diluicbes decimais.
Estes volumes foram obtidos com a utilizagdo de uma pipeta automatica (Oxford
Laboratories Samples, USA) e subdivididos em 3 a 4 goticulas para facilitar a secagem
do inoculo. As microcolénias desenvolvidas apés 48-72 horas de incubagdo a 37 °C
foram contadas em microscopio estereoscdpico e observadas quanto ao tipo colonial,
segundo FREGNAN e SMITH (1962), para controle de pureza.

Analise estatistica: os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
os valores de F calculados foram comparados com aqueles tabelados.

RESULTADOS

Os valores dos parametros indicativos do teor de matéria organica (DBO e DQO)
e da salinidade (cloretos) encontram-se na Tab. 1. Aguas com salinidades elevadas
(lagoa e mar) e a de fonte natural apresentaram, respectivamente, os maiores e meno-
res valores de matéria organica dissolvida.

TABELA 1 — Parametros fisicos e quimicos indicativos do teor de matéria organica e salinidade,
nas amostras de agua utilizadas.

Procedéncia DBO (mg/l) DQO (mg/l) Cloreto (mg/l) Salinidade
(%o)
Piscina 3,2 7 220 < 3,64
Reservatorio 4,0 s 16 < 3,64
Torneira 24 16 8 < 3,64
Fonte Natural 1.2 2 3 < 3,64
Aquario 2,4 9 86 < 3,64
Lagoa 16,0 e 18200 3245
Mar (Praia da Bica) 12,0 = 16000 28,35
Mar (Barra da Tijuca) 13,3 = 19000 33,53

@ Nao se aplica quando o teor de cloreto € superior a 2000 mg/l (APHA-AWWA-WPCF, 1980).

As contagens de viadveis a partir das aguas inoculadas com M. gordonae,
M. avium-intracelulare e M. fortuitum, nos tempos de 0, 5, 10, 15 e 30 dias, produziram,
respectivamente, as curvas representadas nas Figs. 1, 2 e 3. Os seguintes tipos basi-
cos de comportamento puderam ser observados, conforme a estirpe e o tipo de agua
em questdo: 1) crescimento inicial expressivo, com um aumento, no nimero de viaveis,
de 3 a 4 unidades log, atingindo maximos em torno do 10° dia e a partir dai um plato;
2) crescimento menos acentuado, de até 2 unidades log, em geral precedido de uma
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FIGURA 1 — Sobrevivéncia de M. gordonae (estirpe isolada —— ATCC 19277 ---—- ) em caldo 7H9

e em diferentes tipos de agua.
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FIGURA 2 — Sobrevivéncia de M. avium-intracellulare (estirpe isolada —e ATCC 15985 ----- ) em
caldo 7H9 e em diferentes tipos de agua.
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FIGURA 3 — Sobrevivéncia de M. fortuitum (estirpe isolada —— e ATCC 19542 ----- ) em caldo 7HS
e em diferentes tipos de agua.
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fase lag bem definida; 3) manutengdo do numero de viaveis (sobrevivéncia); 4) perda
de viabilidade, ocorrida somente com a amostra tipo de M. gordonae ATCC 19277, em
aguas salgadas.

A andlise de variancia dos dados experimentais mostrou serem significativas, ao
nivel de 95% de confianga: a) as diferengas de contagem de viaveis obtidas em grupos
distintos de agua; b) as diferengas de contagem ao longo do tempo de incubagio.

O controle de pureza, feito através do estudo da morfologia colonial, possibilitou
ainda observar uma variagado havida em ambas as estirpes de M. avium, em todos os
tipos de agua, onde a forma colonial “Smooth-S”, predominante no inéculo, foi gradati-
vamente substituida ao longo da incubagao pelo tipo “Smooth-D”. Quanto a espécie M.
gordonae, as formas coloniais foram “Rough-Ry” (para a estirpe padréo) e “Smooth-ly”
(para a amostra isolada); ambas as estirpes de M. fortuitum apresentaram coldnias tipo
“Xf’, ndo tendo havido quaisquer alteragdes coloniais nestas duas espécies, durante o
experimento.

DISCUSSAO

A manutencéo da viabilidade e até mesmo o crescimento de microrganismos em
agua bidestilada tém sido observados por alguns autores. Tratando-se de micobacté-
rias, GEORGE et al. (1980) verificaram crescimento reduzido de amostras pertencentes
ao complexo MAIS, ap6s 10 dias de permanéncia em agua bidestilada, enquanto
CARSON et al. (1978) obtiveram multiplicagao expressiva de M. fortuitum e M. chelonei
neste mesmo tipo de agua. Variagbes deste tipo devem refletir, sobretudo, diferengas
no metabolismo bacteriano bem como na sua capacidade em armazenar reservas,
embora tragcos de nutrientes e sais, introduzidos inadvertidamente ao ensaio, possam
também influenciar estes resultados.

No presente trabalho, 5 das 6 estirpes mantidas por 30 dias em agua bidestilada
conservaram constante o numero de viaveis inoculado, indicando ser este substrato
capaz de manter a viabilidade mas nao multiplicagao destes microrganismos. Tal como
foi verificado por CARSON et al. (1978), a amostra ambiental de M. fortuitum apresen-
tou um crescimento de 2 unidades log, o que provavelmente reflete um maior supri-
mento endégeno desta estirpe.

Com relagédo as demais aguas ensaiadas, as amostras de crescimento lento
(M. gordonae e M. avium) apresentaram, de um modo geral, um crescimento expres-
sivo, em aguas doces provenientes de aquario, fonte natural e piscina, e incipiente ou
tardio, nas de torneira e reservatorio.

Em aguas salgadas de lagoa e mar, as curvas tenderam mais para a sobrevivén-
cia, sendo que a estirpe padrdo de M. gordonae perdeu a viabilidade em torno do
10° dia. Outros autores também observaram que a multiplicagdo celular de estirpe
pertencente ao complexo MAIS foi bastante prejudicada em concentragbes elevadas de
cloreto de sodio, particularmente acima de 2,0% (GEORGE et al., 1980). Segundo
CARLUCCI e PRAMER (1959), a agua do mar pode influenciar adversamente a sobre-
vivéncia e/ou crescimento de bactérias, seja por um efeito osmoético generalizado, seja
pela toxicidade especifica de determinados ions.
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As estirpes de M. fortuitum, micobactéria de crescimento rapido, comportaram-se
semelhantemente as de crescimento lento quando mantidas nas diferentes amostras de
agua doce, com excecao daquela proveniente de reservatério, onde houve multiplica-
céo expressiva da amostra ambiental. Entretanto, estas estirpes parecem ter sido me-
nos afetadas pela salinidade das aguas procedentes da lagoa e da Praia da Bica, onde
ambas mostraram um aumento significativo no nimero de viaveis, de pelo menos 3 e 2
unidades log, respectivamente. Esse comportamento pode ser explicado por uma resis-
téncia possivelmente aumentada de M. fortuitum a concentragdes salinas elevadas,
uma vez que esta espécie, ao contrario de M. gordonae e M. avium-intracellulare, apre-
senta resultado positivo para a prova de tolerancia ao NaCl a 5% (VESTAL, 1981).
Além disso, a maior quantidade de matéria organica verificada na agua da lagoa pode
ter minimizado os efeitos negativos da salinidade, citados anteriormente, favorecendo
com isto a multiplicagdo (HOOD e NESS, 1982).

Quanto as aguas doces, ndo se verificou nenhuma correlagé@o entre a quantidade
de matéria organica presente nas amostras e as densidades celulares obtidas, isto €,
as curvas de crescimento foram estatisticamente similares em aguas com DBO e DQO
variados.

Surpreendentemente, as aguas de torneira e reservatério, notadamente a pri-
meira, mostraram-se incapazes de produzir curvas de crescimento semelhantes aque-
las obtidas nas demais aguas doces. Pode-se suspeitar da presenca de elemento im-
pediente aos microrganismos, suposigdo esta de certa forma fundamentada nas dife-
rencas entre os valores de DBO e DQO.

Desta forma, observando-se os dados relativos a estes parametros na Tab. 1,
verifica-se que, com excecdo da fonte natural, as demais aguas mostraram valores de
DQO bem maiores do que os de DBO; isto usualmente resulta da presenca de matéria
nao prontamente biodegradavel, como por exemplo a celulose, que seria oxidada no
teste quimico mas ndo no bioensaio; uma outra explicagcdo para este fato seria a pre-
senca de algum elemento impediente ao desenvolvimento do inéculo utilizado no bio-
ensaio (APHA-AWWA-WPCF, 1980). Assim, as diferengas entre DQO e DBO observa-
das principalmente em agua de torneira e também em reservatério, aquario e piscina,
poderiam ser explicadas, nos dois primeiros casos, pela presenga de elemento prejudi-
cial ao crescimento do inéculo bacteriano usado na analise da DBO, que teria afetado
também as micobactérias; e nas duas ultimas amostras, pela possivel presenca de
celulose e/ou outros compostos organicos relativamente inertes ao teste de DBO.

E importante ainda comentar acerca da variagdo na morfologia colonial ocorrida
com as estirpes de M. avium. Varios autores tém verificado uma multiplicidade de for-
mas coloniais nesta espécie e suposto possiveis correlagdes com diferentes sorétipos,
variagbes na viruléncia, na resisténcia aos antibidticos e nas exigéncias nutricionais
(SCHAEFER et al., 1970; KAJIOKA e HUI, 1978; STOMER e FALKINHAM, 1989). Mais
recentemente, tem sido sugerido que algumas destas caracteristicas fenotipicas pos-
sam estar associadas entre si por serem codificadas em plasmidios (GANGADHARAM
et al., 1988; FRANZBLAU et al., 1986). No presente experimento, podemos aventar que
o tipo colonial predominante ao final do periodo de incubagéo, tenha sido selecionado
pelas condigdes limitantes do substrato utilizado.



Vol. 9(1), 1994 39

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APHA-AWWA-WPCF 1980 — Standard methods for the examination of water and wastewater.
15™ ed. American Public Health Association, Washington, DC.

CARLUCCI, A.F. e PRAMER, D. 1959 - Factors affecting survival of bacteria in seawater. Appl.
Microbiol. 7:338-392.

CARSON, LA, PETERSEN, N.J., FAVERO, M.S. e AGUEROS, M. 1978 — Growth characteristics
of atypical mycobacteria in water and their comparative resistance to desinfectants. Appl.
Environ. Microbiol. 36: 839-846.

ENGEL, HW.B., BERWALD, L.G., LINDEBOON, B.W. e HAVELAAR, A.H. 1981 — Mycobacterium
kansasii infectious in the Netherlands: A Brief Summary. Rev. Infect. Dis. 3:1024-1028.

FALKINHAM lii, J.O., PARKER, B.C. e GRUFT, H. 1980 — Epidemiology of infection by non
tuberculous mycobacteria. |. Geographic distribution in the eastern United States. Amer. Rev.
Resp. Dis. 121:931-937.

FRANZBLAU, S., TAKEDA, T. e NAKAMURA, M. 1986 — Mycobacterial plasmids; screening and
possible relationship to antibiotic resistance in Mycobacterium avium-intracellulare. Microbiol.
Immunol. 30:903-907.

FREGNAN, G.B. e SMITH, D. W. 1962 — Description of various colony forms of mycobacteria.
J. Bacteriol. 83:819-827.

GANGADHARAM, P.R.J., PERUMAL, V.K., CRAWFORD, J.T. e BATES, J.H. 1988 — Association
of plasmids and virulence of Mycobacterium avium complex. Amer. Rev. Resp. Dis. 137:212-
214.

GEORGE, K.L.,, PARKER, B.C., GRUFT, H. e FALKINHAM Iil, J.O. 1980 — Epidemiology of
infection by nontuberculous mycobacteria. Il. Growth and survival in natural waters. Amer. Rev.
Resp. Dis. 122:89-94.

GOSLEE, S. e WOLINSKY, E. 1976 — Water as a source of potentially pathogenic mycobacteria.
Amer. Rev. Resp. Dis. 113: 287-292.

GRUFT, H., FALKINHAM IlI, J.O. e PARKER, B.C. 1981 — Recent experience on the epidemiology
of disease caused by atypical mycobacteria. Rev. Infect. Dis. 3:990-996.

HOOD, M.A. e NESS, G.E. 1982 — Survival of Vibrio cholerae and Escherichia coli in estuarine
waters and sediments. Appl. Environ. Microbiol. 43; 578-584.

HORSBURGH Jr,, C.R. 1991 - Mycobacterium avium complex infection in the acquired
immunodeficiency syndrome. N. Engl. J. Med. 324:1332-1338.

KAJIOKA, R. e HUI, J. 1978 — The pleiotropic effect of spontaneous single-step variant production
in Mycobacterium intracellulare. Scand. J. Resp. Dis. 59:91-100.

NASCIMENTO, M.C.P. e GONTIJO FILHO, P.P. 1991 — Ocorréncia de micobactérias atipicas em
ambientes aquaticos. J. Pneumol. 17:166-168.

-NEL, E.E. 1981 — Mycobacterium avium-intracellulare complex serovars isolated in South Africa
from humans, swine, and the environment. Rev. Infect. Dis. 3:1013-1020.

SCHAEFER, W.B., DAVIS, C.L. e COHN, M.L. 1970 — Pathogenicity of transparent, opaque, and
rough variants of Mycobacterium avium in chickens and mice. Amer. Rev. Resp. Dis. 102:499-
506.

STORMER, R.S. e FALKINHAM Ill, J.O. 1989 - Differences in antimicrobial susceptibility of
pigmented and unpigmented colonial variants of Mycobacterium avium. J. Clin. Microbiol.
27:2459-2465.

VANDIVIERE, H.M., MELVIN, 1.G., NARAIN, R., HARRIS, W.D.M. e CHAPARAS, S.D. 1981 -
Profiles of skin test reactivity to antigens of various mycobacterial species in a human
population and in experimental infections. Tubercle 61:245-257.



40 Rev. Nordestina Biol.

VESTAL, A.L. 1981 - Procedures for the isolation and identification of mycobacteria. U.S.
Department of Health and Human Services. Public Health Service. CDC, Atlanta, Georgia.

YOUMANS, G.P. 1980 — Disease due to mycobateria other than Mycobacterium tuberculosis; pp.
358-374. In: Youmans, G.P., Ed., The Biologic and Clinical Basis of Infection Diseases.
W.S. Saunders, Philadelphia.

Maria da Conceigéo Pereira do Nascimento Paulo Pinto Gontijo Filho

Centro de Ciéncias Basicas da Saude Instituto de Microbiologia

Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal do Rio de Janeiro
58100-000 Campina Grande, PB CCS, Bloco | - llha do Fundéo

BRASIL 21941-000 Rio de Janeiro, RJ

BRASIL



	2-31
	2-32
	2-33
	2-34
	2-35
	2-36
	2-37
	2-38
	2-39
	2-40

