
	 889	 vol. 39(4) 2009: 889 - 900

Pesquisa de Micobactérias Ambientais em água 
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RESUMO
Investigou-se por métodos bacteriológicos (cultivo) e moleculares (PCR - Restriction Enzyme Analysis, PRA), a presença de 
micobactérias ambientais em águas de torneira, soluções e luvas cirúrgicas, utilizadas nas etapas dos procedimentos cirúrgicos 
executados no centro cirúrgico do Hospital Universitário Getulio Vargas (HUGV), na cidade de Manaus-Amazonas/Brasil. 
Foram colhidas e analisadas 105 amostras sendo: 24 de águas (colhidas das 2 torneiras existentes no centro cirúrgico), 8 de 
solução de Povidine e 7 de solução de Clorhexidina, que servem para a higienização das mãos dos cirurgiões; 39 de luvas 
cirúrgicas (superfícies internas e externas); e 27 de soluções que foram efetivamente utilizadas durante o ato cirúrgico. Por 
método bacteriológico obteve-se 41 isolados micobacterianos apenas de águas das torneiras. Pelo PRA obteve-se a detecção de 
DNA micobacteriano somente na amostra de água que forneceu acima de 100 colônias de micobactérias por tubo semeado. 
Os isolados foram identificados como sendo Mycobacterium celatum perfil 2, M. gordonae perfil 3, M. gordonae perfil 6, M. 
intracellulare perfil 1, M. lentiflavum perfil 3 e M. mucogenicum perfil 1. O encontro de M. mucogenicum, espécie já incriminada 
em surtos pós-cirúrgicos, indica que devem ser efetuados procedimentos de limpeza e monitoramento em todos os pontos 
de distribuição de águas, visando à prevenção de surtos de micobacterioses nosocomiais induzidos pelo uso das águas nas 
diferentes atividades de manuseio ou higienização dos pacientes submetidos a procedimentos invasivos.
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Investigation of Environmental Mycobacteria in tap water, surgical gloves 
and antiseptic solutions used in surgical procedures at the Getúlio Vargas 
University Hospital, Manaus-AM/Brazil

ABSTRACT
Using bacteriological (culture) and molecular (PCR - Restriction Enzyme Analysis, PRA) methods, we investigated the presence 
of environmental mycobacteria in tap water, antiseptic solutions and surgical gloves, used in carrying out surgical procedures 
at the Getúlio Vargas University Hospital Surgical Center, in Manaus -Amazonas/Brazil. Samples (105) were collected and 
analyzed from: tap water (24 - collected from 3 taps in the surgical center); povidone-iodine solution, PVP-I, (8); Chlorhexidine 
solution (7), that were used to hygienize surgeons’ hands; surgical gloves (39); and solutions that were effectively used during 
the surgical procedure (27). Using bacteriological method 41 mycobacteria were isolated, all from samples of tap water. Using 
PRA, mycobacterial DNA was detected only in the sample from water that provided over 100 colonies per inoculated culture 
tubes. The isolated were identified as Mycobacterium celatum pattern II, M. gordonae pattern III, M. gordonae pattern VI, M. 
intracellulare pattern I, M. lentiflavum pattern III and M. mucogenicum pattern I. The isolating of M. mucogenicum, a species 
that had already been incriminated for causing post-surgical outbreaks in tap water from the surgical center, indicates that 
cleaning and monitoring procedures must be carried out in every place of water distribution. This may be necessary to prevent 
nosological mycobacteriosis outbreaks induced by the use of water in different activities such as handling and hygienizing 
patients submitted to invasive procedures.
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INTRODUÇÃO
De 1873 até o presente, técnicas que vão desde a taxonomia 

numérica (Tsukamura, 1966), métodos radiométricos 
associados à hibridização de sondas de DNA (Ellner et 
al., 1988), perfis de ácidos micólicos (Leite et al., 1998), 
seqüênciamento de DNA (Springer et al., 1996; Pai et al., 
1997), e testes baseados na PCR, permitiram a identificação 
de 152 espécies e subespécies no gênero Mycobacterium. 
As primeiras espécies descobertas foram aquelas que mais 
afetaram e ainda afetam a saúde do homem: o bacilo de 
Hansen (1873), denominado de Mycobacterium leprae, e o 
bacilo de Koch (1882) designado como M. tuberculosis. No 
gênero, também foram incluídas as micobactérias descritas 
por Bloom em 1884, vinculadas à colonização transitória ou 
contaminação das amostras clínicas (apud Ordiz, 2006). A 
maioria das micobactérias tem sido isolada de diversas fontes 
ambientais (águas, solos, poeiras e materiais vegetais) e/ou 
de animais. Algumas são encontradas na própria microbiota 
epidérmica, dos tratos respiratório e gástrico-intestinal dos 
seres humanos (Edwards & Palmer, 1959; Salem et al. 1989a; 
Salem et al., 1989b). Tal fato fez com que Ruiz Manzano e 
colaboradores (1998), as denominassem como Micobactérias 
Ambientais (MA).

A partir do isolamento do M. fortuitum em um nódulo 
em axila, no ano de 1938, por Costa Cruz, ficou evidente que 
as MA poderiam também ser patógenos humanos. Devido a 
essa associação, em 1959, Penso (apud Casal, 2003, p. 296) 
definiu a doença como Micobacteriose, independentemente 
da espécie micobacteriana responsável pelo quadro clínico 
produzido.

No Brasil, desde 2005 vêm sendo relatados casos de 
Micobacterioses pós-cirúrgicas, ocasionadas por MA de 
crescimentos rápidos, em diferentes estados das regiões 
brasileiras. No Estado do Pará (região Norte), entre outubro 
e dezembro de 2004, de 69 amostras de aspirados e biópsias 
de lesões nodulares cutâneas de pacientes que haviam sido 
submetidos às cirurgias videolaparoscópica e de prótese 
mamária ou que realizaram mesoterapia, foram isoladas MA 
de crescimentos rápidos em 43 (Lopes et al., 2005).

Na região Sudeste, estudo realizado por Sampaio et al. 
(2006), em Campinas/SP, entre fevereiro de 2003 e abril de 
2004, relata que 25 pacientes apresentaram infecção do local 
cirúrgico após mamoplastia. O quadro clínico era sugestivo 
de micobacterioses com drenagem espontânea da secreção 
após cicatrização aparente das lesões. A suspeita diagnóstica 
foi confirmada mediante o isolamento e identificação 
bacteriológica e molecular das espécies M. fortuitum e M. 
porcinum. 

Entre agosto de 2006 e fevereiro de 2007, segundo nota 
técnica nº. 02 do Ministério da Saúde (Brasil/MS, 2007), 
ocorreu um surto de infecções por M. abscessus e M. fortuitum, 

no Rio de Janeiro, após procedimentos cirúrgicos. Até o mês 
de março, ao redor de 156 casos foram notificados, com 
relato de aparecimento de abscessos cutâneos, em cavidade 
abdominal e em articulações. Segundo a nota técnica, o 
surto de micobacteriose ocorreu em pacientes submetidos “a 
processos cirúrgicos ou cirúrgico-endoscópicos, ou ainda, que 
se infectaram a partir da disseminação do patógeno originário 
de um sítio cirúrgico à distância”. Segundo Dalcolmo (2007), 
já no final do mês de junho o número notificado aumentou 
para 864 casos suspeitos ou confirmados, oriundos de sete 
municípios e de 64 hospitais (68% privados e 32% públicos). 
A mesma autora relata que “a experiência do controle da 
epidemia no Rio de Janeiro auxiliou na detecção de surtos 
em outros estados, existindo hoje casos detectados no Rio 
Grande do Sul, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás, 
Minas Gerais, Pernambuco e Espírito Santo”. 

Os mais prováveis agentes de contaminação micobacteriana, 
indutores de surtos de micobacteriose pós-cirúrgica, são a água 
de serventia hospitalar, matérias, soluções e instrumentos 
utilizados nos procedimentos cirúrgicos (Foz et al., 1978; 
Gremillion et al., 1983; Wallace-Jr et al., 1998; Sethi et al., 
2001; Phillips; Von Reyn, 2001; Winthrop et al., 2002; 
Mackay et al., 2002). Nesse sentido e visando ações profiláticas, 
foi investigada, por métodos bacteriológicos e moleculares, a 
presença de micobactérias ambientais em águas, soluções 
e luvas cirúrgicas, utilizadas nas etapas de procedimentos 
cirúrgicos executados no Hospital Universitário Getúlio Vargas 
(HUGV), pertencente à Universidade Federal do Amazonas 
(UFAM), na cidade de Manaus/AM.

MATERIAIS E MÉTODOS
Tendo por base o boletim de previsão cirúrgica emitido 

pelo HUGV, foram selecionados, por método aleatório 
sistemático, oito procedimentos cirúrgicos entre o período 
de 13/06 a 14/09/2006.

Amostras

Em cada procedimento cirúrgico foram coletadas, 
para análises micobacteriológica e molecular, as seguintes 
amostras: 50 mL de água de cada uma das três torneiras 
utilizadas na lavagem das mãos dos cirurgiões; 10 mL de 
cada solução de higienização das mãos utilizadas pelos 
cirurgiões (povidine e clorohexidina); 10 mL das soluções de 
Iodopolivinilpirrolidona 1% (PVPI), Soro Fisiológico, Álcool 
70°, Álcool Iodado, Solução de Ringer, Água Destilada para 
Injeção, Álcool 96°, Povidine Degermação Sala Cirúrgica, 
Povidine Aquoso Sala Cirúrgica, efetivamente utilizadas 
durante os procedimentos cirúrgicos. Todos os líquidos foram 
coletados em frascos estéreis, acondicionados em recipiente 
térmico refrigerado e transportados para o Laboratório de 
Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da 
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Amazônia (INPA), onde foram processados por métodos 
bacteriológicos e moleculares.

Também foram coletados os dois pares de luvas utilizados 
por cada cirurgião, visando a análise da superfície de 
contato com a região anatômica do paciente (luva 1) e a 
que teve contato direto com as mãos do cirurgião (luva 2). 
Após a retirada seqüencial pelo médico, cada unidade foi 
hermeticamente lacrada na parte do punho, utilizando-se 
presilhas plásticas previamente autoclavadas. Individualmente 
foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis para que 
as superfícies a serem avaliadas não fossem contaminadas 
entre si. Os sacos plásticos foram lacrados, identificados de 
acordo com o lado da mão correspondente e superfície a ser 
analisada, acondicionados em recipiente térmico refrigerado 
e transportados para processamento no INPA.

A sistemática de coleta possibilitou que o estudo fosse 
realizado em distintos momentos e em diferentes soluções 
utilizadas em diversos tipos de cirurgias. Consequentemente, 
também possibilitou a análise de diferentes amostras de águas 
e lotes de soluções, assim como o teor micobacteriológico 
pós-cirúrgico das luvas utilizadas pelos cirurgiões.

Procedimentos bacteriológicos

Todas as águas destiladas e reagentes utilizados nos 
procedimentos para o isolamento de micobactérias foram 
previamente submetidos à filtração em membrana estéril de 
0,2 µm e esterilizados em autoclave, visando eliminar todo e 
qualquer microrganismo, assim como o DNA dos mesmos. 
Com a mesma intenção, foram utilizados frascos, sacos, 
tubos, pipetas e demais recipientes estéreis e descartáveis. Vale 
destacar que todos os frascos e tubos tinham tampa rosqueável, 
conforme recomendado pelas normas de Biossegurança para 
atividades com micobactérias (Brasil, 2005). Além disso, os 
reagentes e meios de cultivo utilizados foram os indicados 
pela Organização Mundial de Saúde para o isolamento de 
micobactérias de secreções humanas (WHO, 1998) e os 
processamentos realizados em Cabine de Segurança Biológica 
Classe II.

No isolamento de micobactérias das amostras de águas 
e de soluções de higienização das mãos utilizadas pelos 
cirurgiões, foi adotada a técnica descrita por Salem et al. 
(1989). Nessa, após centrifugação e adição de 2 mL de água 
destilada, alíquota de 1mL foi transferida para microtubos 
de 1,5 mL, na qual foi realizada a pesquisa de DNA 
micobacteriano por procedimento molecular. No restante 
da amostra foi adicionado 1 mL de solução de hidróxido de 
sódio a 4%, visando eliminar outros microrganismos que não 
as micobactérias. Após homogeneização em vórtex e repouso 
de 5 minutos, foram adicionados 30 mL de água destilada 
estéril e nova centrifugação foi realizada. O sobrenadante foi 
desprezado e ao sedimento adicionado 2 mL de água destilada 

e uma gota de azul de bromotimol para verificação da faixa 
de pH. Na presença de pH básico (cor azul) foi adicionada 
solução estéril de ácido clorídrico a 4%, até que se obtivesse 
a indicação de pH na faixa de 6,8 a 7,2 (cor verde-clara). A 
suspensão neutralizada foi semeada em 4 tubos contendo 
meio de cultivo de Löwensten-Jensen (L-J) e 2 tubos com 
meio de Ogawa modificado (pH 6,4). Cada tubo foi semeado 
com 0,2 mL da suspensão, e posteriormente incubados nas 
temperaturas de 30ºC e 37ºC, sendo dois tubos de L-J e 1 de 
Ogawa para cada temperatura.

Para o isolamento de micobactérias das luvas cirúrgicas foi 
elaborado um protocolo específico visando a análise de toda a 
superfície de contato com a região anatômica do paciente (luva 
1) e com as mãos dos cirurgiões (luva 2). Assim, em Cabine 
de Segurança Biológica, as unidades identificadas como luva 
1 foram retiradas do saco plástico, e depositadas em placa de 
Petri. Próximo ao local onde se efetuou o lacramento das luvas 
e com auxílio de seringas descartáveis, foram injetados em seus 
interiores 100 mL de solução de cloreto de cetilpiridinio a 
0,05%. As luvas foram agitadas manualmente por 2 minutos 
para que os possíveis microrganismos existentes no ambiente 
cirúrgico (contato com a parte anatômica do paciente 
submetido ao ato cirúrgico) se desprendessem e ficassem 
imersos na solução utilizada. Posteriormente a solução foi 
coletada por aspiração com seringa descartável, transferida para 
tubo cônico e então centrifugada a 4.000 x g por 20 minutos, 
em centrífuga refrigerada. Os demais procedimentos foram 
os mesmos relatados para as amostras de águas.

Em cada saco plástico contendo as unidades identificadas 
como luva 2 e com auxílio de seringa descartável, foram 
injetados 100 mL de solução de cloreto de Cetilpiridínio a 
0,05%. Os sacos foram agitados manualmente por 2 minutos 
para que os possíveis microrganismos, existentes na superfície 
da luva que teve contato com as mãos dos cirurgiões, se 
desprendessem e ficassem imersos na solução utilizada. 
Posteriormente, a solução foi aspirada e transferida para tubo 
cônico e então centrifugada a 4.000 x g por 20 minutos, em 
centrífuga refrigerada. Os demais procedimentos foram os 
mesmos relatados para as amostras de águas.

Os isolados micobacterianos foram estudados quanto 
as características de álcool-ácido resistência das colônias, 
velocidade de crescimento, produção de pigmentos e de 
niacina, conforme estabelecido por David et al. (1989).

Procedimentos moleculares

Tanto para a detecção de DNA micobacteriano nos 
sedimentos das amostras processadas, como para a identificação 
dos isolados de micobactérias, utilizou-se a técnica de PRA 
(PCR-Restriction Enzyme Analysis) com amplificação do gene 
hsp65 e análise do polimorfismo dos fragmentos de restrição 
após digestão, com as enzimas BstEII e HaeIII (Telenti et al., 
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1993; Devallois et al., 1997;  Silva et al., 2001; Leão et al., 
2005).

A extração do DNA dos sedimentos das amostras de 
líquidos e soluções foi realizada de acordo com o protocolo 
de Silva et al. (2001). Para tanto, um volume de 100 µL 
dos microtubos contendo 1 mL da amostra centrifugada foi 
transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo 100 µL 
de tampão TET (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 1 mM EDTA; 1% 
Triton X-100). A amostra foi incubada a 100oC por 10 min, 
armazenada a –20oC por um pernoite, centrifugada a 12.000 
x g por 30 segundos e do sobrenadante 5 µL foram submetidos 
à PCR. Na extração do DNA dos isolados micobaterianos 
também foi utilizado o protocolo de Silva et al. (2001), tendo 
sido substituído apenas o uso direto da colônia micobacteriana 
por uma suspensão padronizada de 1 mg de bacilos/mL. 
Assim, em um microtubo de 1,5 mL foi adicionado 20 µL 
de suspensão micobacteriana contendo 1 mg de bacilos/mL 
e 80 µL de TE (10 mM Tris/HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA - 
diluição 1:5). A inativação foi realizada a 80oC por 10 minutos 
e as amostras centrifugadas (12000 x g por 30 segundos) em 
centrífuga refrigerada. Posteriormente a adição de 100 µL de 
tampão TET (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 1 mM EDTA; 1% 
Triton X-100), o tubo foi incubado a 100ºC por 10 minutos 
e armazenado a -20ºC por um pernoite. Após o pernoite, a 
amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 30 segundos e 5 µL 
do sobrenadante foram submetidos à análise pela PCR.

A PCR para confirmação de amplificação de DNA foi 
realizada conforme Leão et al. (2004), em um volume total de 
30 µL, contendo: 20 mM Tris pH 8,4, 50 mM KCl, 1,5 mM  
MgCl2, 120 µM dNPTs, 0,1 µM de cada primer Tb11 (ACC 
AAC GAT GGT GTG TCC AT) e Tb 12 (CTT GTC GAA 
CCG CAT ACC CT), 2 U de Taq DNA Polimerase e 5 µL 
da amostra de DNA extraída. Os parâmetros de amplificação 

foram: 95ºC por 5’; 45 ciclos de 94ºC por 1’, 60ºC por 1’ e 
72ºC por 1’; e um ciclo final de 72ºC por 7’. Em cada grupo 
de amplificações foi utilizado como controle positivo DNA 
de M. tuberculosis H37Rv, e como negativo alíquotas de água 
ultrapura (tipo I) estéril. Além desses, também foi incluída 
uma alíquota da mistura de reagentes, sem DNA, para 
descartar contaminações nos mesmos. Para a confirmação da 
amplificação do fragmento do gene hsp65 (441 pares de bases), 
5 µL do produto da PCR foram submetidos à eletroforese em 
gel de agarose 1,5%.

Após a confirmação de amplificação, duas alíquotas de 
10 µL do produto da PCR foram digeridas, respectivamente, 
com 10 U da enzima de restrição BstEII (a 60oC) e HaeIII (a 
37oC), ambas por 3 horas. Para a visualização dos produtos 
de digestão, os mesmos foram submetidos a uma eletroforese 
em gel de agarose a 4% juntamente com padrões de tamanho 
de fragmentos de DNA (25 e 50 pares de base). A separação 
eletroforética foi realizada em tampão TBE (89 mM Tris; 
89 mM de ácido bórico; 2 mM de EDTA pH 8,0) a 75 
Volts e 40 miliamperes por 4 horas. Posteriormente, o gel 
de agarose foi corado com brometo de etídeo e visualizado 
em transiluminador de luz UV e fotografado. Os padrões 
das bandas do DNA das micobactérias após digestão foram 
interpretados de acordo com os já descritos para cada espécie 
micobacteriana por Brunello et al. (2001) e conferidos no site 
http://app.chuv.ch/prasite/index.html.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Para a detecção de micobactérias foram obtidas e 

analisadas, por métodos bacteriológicos e moleculares, 105 
amostras cujas origens e tipos, conforme os procedimentos 
cirúrgicos estão apresentados na Tabela 1.

Tipo de Amostra

Tipo de cirurgia e sala cirúrgica

Colecistec-
tomia 

13/06/07

Tenotomia 
Múltipla de 

Flexores 
Bilaterais
21/06/07

Cirurgia 
Endoscópica 

Nasal 
28/06/07

Safena e 
Varizec-tomia

 10/07/07

Pleurosco-pia
19/07/07

Artrodese 
Cervical 
Enxerto 

24/07/07

Correção 
de Fratura 
de Coluna 
Lombar 

09/09/07

Hernior-rafia
14/09/07

Totais

Água Torneira 1 1 1 1 1 1 1 1 1 8
Água Torneira 2 1 1 1 1 1 1 1 1 8
Água Torneira 3 1 1 1 1 1 1 1 1 8
Povidine de lavagem 
das mãos

1 1 1 1 1 1 1 1 8

Clorohexidina de 
lavagem das mãos

1 1 1 1 1 1 0 1 7

Lado interno da luva 
do Cirurgião

3 4 2 3 2 2 1 3 20

Lado externo da luva 
do Cirurgião

3 3 2 3 2 2 1 3 19

PVPI 1 1 0 1 1 1 0 1 6

Tabela 1 - Quantitativo de amostras obtidas no Hospital Universitário Getúlio Vargas/AM, conforme tipo de amostra e procedimento cirúrgico.
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Pelo método de cultivo foi obtido o isolamento de 
micobactérias apenas nas amostras das águas de torneiras. 
A positividade obtida, conforme as torneiras e as datas de 
coleta estão apresentadas na Tabela 2. Foi constatado que 
existe uma contaminação, ou talvez uma colonização, por 
micobactérias no sistema de distribuição de água do Hospital 
Universitário Getúlio Vargas. Tal fato é respaldado pela 
presença de micobactérias na maioria de todas as amostras 
de águas, colhidas em diferentes datas, das três torneiras que 
servem às diferentes salas do centro cirúrgico. O resultado 
indica que o problema pode estar centrado na caixa d’água 
da referida unidade hospitalar ou ser oriundo do sistema de 
abastecimento público.

os autores obtiveram o dobro de isolados na temperatura de 
30ºC em relação à de 37ºC.

Com relação aos meios de cultivo (Tabela 3), é possível que 
a diferença encontrada seja devido a utilização de diferentes 
quantidades de tubos semeados (2 de Löwenstein-Jensen para 
1 de Ogawa-Kudoh), proporcionando maior quantidade 
de inoculo em Löwenstein-Jensen e assim, ampliando a 
possibilidade de isolamento. Entretanto, pode-se deduzir 
que ambos os meios são adequados para o isolamento de 
micobactérias em amostras ambientais.

A obtenção de micobactérias foi em média de uma colônia 
em cada um dos dois tubos semeados (Tabela 3), com exceção 

PVPI = Iodopolivinilpirrolidona 1%; NaCl = Cloreto de Sódio 0,9%

Tipo de Amostra

Tipo de cirurgia e sala cirúrgica

Colecistec-
tomia 

13/06/07

Tenotomia 
Múltipla de 

Flexores 
Bilaterais
21/06/07

Cirurgia 
Endoscópica 

Nasal 
28/06/07

Safena e 
Varizec-tomia

 10/07/07

Pleurosco-pia
19/07/07

Artrodese 
Cervical 
Enxerto 

24/07/07

Correção 
de Fratura 
de Coluna 
Lombar 

09/09/07

Hernior-rafia
14/09/07

Totais

Soro Fisiológico ou
NaCl 0,9%

1 1 1 1 1 1 1 1 8

Álcool 70° 1 0 0 1 0 0 0 1 3
Álcool Iodado 1 1 0 0 0 1 1 0 4
Solução de Ringer 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Água Destilada para 
Injeção

0 0 0 0 1 1 0 0 2

Álcool 96° 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Povidine - Sala 
Cirúrgica

0 0 0 0 0 1 0 0 1

Povidine Aquoso Sala 
Cirúrgica

0 0 0 0 0 0 0 1 1

Totais 16 15 10 14 12 15 8 15 105

Tabela 1 - Continuação

Amostras de água
Datas de coleta no ano de 2007

13/06 21/06 28/06 10/07 19/07 24/07 09/09 14/09
Torneira 1 - Cont. * + - + + - -
Torneira 2 + Cont. * + + - + + +
Torneira 3 - Cont. * + + - + + +

Tabela 2 - Isolamento de micobactérias de águas corrente do Hospital Universitário Getúlio Vargas/AM, conforme a torneira e data de coleta.

* = contaminação por outros microrganismos impossibilitando possível isolamento de micobactérias

O isolamento de micobactérias das águas foi obtido 
conforme os meios de cultivo e temperaturas apresentadas na 
Tabela 3. Maior quantitativo de isolados micobaterianos foi 
obtido em amostras incubadas a 30°C, correspondendo a 25 
(61%) do total de isolamento. A temperatura de 30ºC tem sido 
a mais indicada para o isolamento de MA, pois vários autores 
obtiveram resultados semelhantes aos encontrados no presente 
trabalho (Neumann et al., 1997). Entre eles merece destaque 
o de Salem (1987), por ter sido realizado em Manaus, onde 

das amostras de água da 2ª torneira do último ato cirúrgico 
estudado, que devido à aglomeração foi impossível contá-las. 
Dos 41 isolados micobacterianos obtidos, a torneira 1 forneceu 
4, a 2 propiciou 22 e da 3 foram isolados 15. O fato indica 
que no decorrer do trabalho a contaminação, ou talvez a 
colonização, por micobactérias no sistema de distribuição de 
água da torneira 2 foi se agravando.

No total, 41 isolados de micobactérias foram obtidos das 
amostras de águas, cujos resultados dos testes de identificação 
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fenotípica e molecular foram comparados com os padrões 
estabelecidos no site http://app.chuv.ch/prasite/index.html, 
e corresponderam às espécies apresentadas na Tabela 4, sendo 
o M. celatum perfil 2, a espécie mais isolada. Trata-se de uma 
micobactéria que apresenta semelhança bioquímica com as 
espécies do complexo MAC (M. avium, M. intracellulare, 
M. scrofulaceum, M. chimaera e M. colombiense), e isolada 
com mais freqüência de pacientes soropositivos para HIV 
(Bermúdez et al., 2001). 

A segunda espécie mais isolada foi o M. gordonae, cujas 
somatórias de seus perfis encontrados correspondeu a 31% de 

todos os isolados. Vale ressaltar que o M. gordonae também 
é conhecido como “escotocromógeno de água de torneira” 
por ser muito freqüente nos sistemas de abastecimento e 
distribuição de água (Vaerewijck et al., 2005). Apesar de ser 
uma micobactéria raramente patogênica já foi indicada como 
agente etiológico de um caso de micobacteriose em paciente 
HIV positivo, nos anos 90 em Cuba (Ruiz & Medeiros-
Cuervo, 1999).

O M. intracellulare foi a terceira espécie mais isolada. É 
uma micobactéria de crescimento lento, comumente não 
pigmentada, que junto com o M. avium são encontradas 

Datade Coleta Torneira

Meio de Löwenstein-Jensen Meio de Ogawa-Kudoh

Temperaturas Temperaturas

37ºC 30ºC 37ºC 30ºC

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 1 Tubo 1

Nº. de 
Isol

Nº. de 
Col

Nº. de 
Isol

Nº. de 
Col

Nº. de 
Isol

Nº. de 
Col

Nº. de 
Isol

Nº. de 
Col

Nº. de 
Isol

Nº. de 
Col

Nº. de 
Isol

Nº. de 
Col

13/06/07

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

21/06/07

1 Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont

2 Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont

3 Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont Cont

28/06/07

1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0

2 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0

3 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 e 1

10/07/07

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 1 2 1 1 1 1 2 1 e 1 0 0 1 3

3 1 3 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0

19/07/07

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

24/07/07

1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0

2 2 1 e 1 0 0 1 2 0 0 0 0 2 1 e 1

3 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

09/09/07

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0

3 1 2 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0

14/09/07

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 1 inc 1 inc 1 inc 1 inc 1 inc 1 inc

3 0 0 0 0 1 3 0 0 1 1 1 1
Total de isolados 11 15 5 10

Tabela 3 - Número de isolados e colônias de micobactérias no Hospital Universitário Getúlio Vargas/AM, conforme data e torneira de coleta, meios de cultivo 
e temperatura de isolamento.

Isol = isolados; Col = colônias; Cont = contaminação por outros microrganismos impossibilitando possível isolamento de micobactérias; inc = incontáveis, correspondendo a 
mais de 100 colônias/tubo semeado.
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no meio ambiente (Leão et al., 2004). Vale ressaltar que os 
isolados tiveram comportamento fenotípico de produção de 
pigmento diferente do exposto no site http://app.chuv.ch/
prasite/index.html, pois tiveram o comportamento de espécies 
escotocromogênicas. Entretanto, tiveram concordância com 
os padrões dos perfis moleculares, mediante a distribuição e 
tamanho das bandas na eletroforese. Testes fenotípicos podem 
variar dependendo das condições de crescimento, sendo alguns 
resultados não conclusivos (Covert et al., 1999). Segundo 
Bland et al. (2005), esses testes apresentam variabilidade 
nos resultados, mesmo quando realizados corretamente, 
devido ao fato de que os isolados ambientais ocasionalmente 
apresentam características como temperatura de crescimento 
ou pigmentação diferente das cepas de referência como 
resultado da sua adaptação às condições ambientais. Além 
desses fatos, trabalho sobre taxonomia micobacteriana 
realizado por Runyon et al. (1980), mostrou que dos isolados 
de M. intracellulare, 85% são “não cromogênicas”, 3% 
“fotocromogênicas” e 12% “escotocromogênicas”, dados esses 
que respaldam a identificação realizada no presente trabalho. 
Outro fato importante são os padrões fenotípicos de M. 
intracellulare isolados em Manaus/AM por Salem (1987). Dos 
36 isolados, 11 eram escotocromogênicas (31%). Conforme 
a autora é mais comum se encontrar M. intracellulare com 
produção de pigmento na Amazônia do que em outras 
localidades.

O M. mucogenicum, quarta espécie mais isolada, é uma 
micobactéria recentemente caracterizada como sendo de 
crescimento rápido e um importante contaminante dos 
sistemas de distribuição de água de hospitais (Goldblatt & 
Ribes, 2002).

O M. lentiflavum é uma micobactéria descrita no ano de 
1996 e isolada de amostras clinicas (Springer et al., 1996). 
Fenotipicamente é caracterizada como sendo de crescimento 
lento e escotocromogênica, que segundo Leão et al. (2004) 
não tem sido isolada de meio ambiente. Entretanto, trabalho 
realizado por Kanai (2006) constatou a presença de M. 
lentiflavum em águas do Ribeirão do Feijão (dois isolados) 
e na estação de tratamento de água de São Carlos/SP/Brasil 
(28 isolados). Em Manaus, já foi identificado em isolados 
depositados na coleção de micobactérias do INPA, oriundos 

de amostras clínicas de pacientes com suspeita de tuberculose 
(Ogusku et al., 2007).

Pelo método molecular de PRA somente a amostra de 
água da torneira 2, coletada no dia 14/09/2007 (Tabela 3) 
foi positiva, correspondendo aquela onde obteve-se pelo 
isolamento quantitativo superior a 100 colônias. Nessa amostra, 
o DNA detectado no sedimento teve correspondência com as 
bandas da espécie isolada pelo cultivo (Figura 1). Nas demais 
amostras, tanto as que tiveram ou não isolamento em cultivo, 
a técnica de PRA mostrou-se ineficaz, provavelmente devido 
ao número reduzido de bacilos álcool-ácido resistentes (UFC 
– unidades formadoras de colônias) nas amostras analisadas. 
Nesse sentido deve ser salientado que a técnica de PRA, 
desde a sua descrição por Telenti (1993), foi idealizada para 
a identificação de micobactérias a partir de colônias isoladas 
em meio de cultivo. Entretanto, com a evolução científica da 
técnica, se estuda seu uso diretamente nas amostras buscando 
acelerar a identificação das espécies de micobactérias (Silva 
et al., 2001). Além disso, e conforme Cortelli et al. (2003), 
o número de UFC presente na amostra é vital para que as 
técnicas moleculares apresentem positividade. Por este motivo 
muitos autores submetem o produto amplificado a um novo 
ciclo de amplificação, aumentando assim a chance de detecção 
do microrganismo em estudo (Zambon & Haraszthy, 1995). 
Assim, no presente trabalho e devido à reduzida quantidade 
de bacilos, é possível que a não amplificação do DNA 
micobacteriano dos sedimentos das amostras seja devida 
ao tipo de protocolo utilizado. Nesse sentido tem-se uma 
vasta literatura que utiliza diversos métodos de amplificação 
e consequentemente, apresentam percentuais diferentes de 
positividade na detecção do DNA micobacteriano (Ogusku, 
1998; Leão et al., 2004). Mediante o exposto, se faz necessário 
que novos protocolos de amplificação sejam testados para 
que se possa indicar o mais eficaz para a detecção de DNA 
micobacteriano em amostras ambientais.

Diversos trabalhos demonstram que algumas espécies de 
MA têm na água o seu habitat natural (Schulze-Robbecke et 
al., 1992; Granucci, 2001; Gerba et al., 2003). Evidências de 
que na água as MA podem crescer e se manter nos sistemas 
de distribuição de ambientes hospitalares tem sido também 
descritas (Von Reyn et al., 1993; Von Reyn et al., 1994; Le 
Dantec et al., 2002).

Torneiras
M. celatum 

perfil 2
M. gordonae 

perfil 3
M. gordonae 

perfil 6
M. intracellulare 

perfil 1
M. lentiflavum 

perfil 3
M. mucogenicum 

perfil 1
Totais

Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº %
T1 3 7 1 2 - - - - - - - - 4 9
T2 10 24 4 10 1 2 4 10 2 5 1 2 22 54
T3 6 15 7 17 - - - - - - 2 5 15 37
Totais 19 46 12 29 1 2 4 10 2 5 3 7 41 100

Tabela 4 - Espécies de micobactérias isoladas de águas de torneiras do centro cirúrgico do Hospital Universitário Getulio Vargas/AM.

T1 = Torneira 1; T2 = Torneira 2; T3 = Torneira 3; M = Mycobacterium.
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Alguns autores consideram que a existência de 
micobactérias nos sistemas de distribuição de água pode ser 
a forma de infectividade do ser humano (Von Reyn et al., 
1993; Von Reyn et al., 1994; Le Dantec et al., 2002), fato 
esse amparado no reconhecimento das micobactérias como 
patógenos oportunistas (Vaerewijck et al., 2005). Assim, 
pacientes debilitados e/ou com soluções de continuidade na 
derme, estariam mais expostos a adquirir micobacterioses em 
ambientes hospitalares com sistema de distribuição de águas 
contaminados por micobactérias ambientais.

Falcão et al. (1993), analisando amostras de água 
provenientes de diversas fontes, verificaram que os únicos 
organismos potencialmente patogênicos, encontrados em 
amostras de água tratada e de nascentes, eram micobactérias 
ambientais. Esse fato encontra respaldo nos achados de 
Miyamoto et al. (2000), em que isolados de Mycobacterium 
spp sobreviveram à exposição ao cloro em concentração de 
4mg/L por mais de 60 minutos, e nos de Vaerewijck et al. 
(2005), em que as MA têm a capacidade de crescimento em 
baixas concentrações de nutrientes, formação de biofilme e 
interações com protozoários. Além disso, e de acordo com 
Kazda (1983), o nível de pureza das águas é importante para 
a proliferação de micobactérias, que crescem mal onde há 
grande numero de outros microrganismos.

Mediante o exposto e tendo como premissa que as águas 
de redes de distribuição pública são submetidas a tratamento, 
contém cloro e baixas concentrações de nutrientes que 
inibem o desenvolvimento de outros microrganismos, é 
coerente deduzir que os fatores relatados podem manter 
as micobactérias viáveis em redes de distribuição de água, 
inclusive em água de torneiras.

Das espécies isoladas (Tabela 4) os M. celatum, M. 
intracellulare e M. mucogenicum se destacam por suas 
importâncias na etiologia de micobacterioses e devido aos 

achados de isolamento em águas de torneiras de ambiente 
hospitalar (Covert et al., 1999). Tais espécies estão classificadas 
como potencialmente patogênicas e tem sido implicadas 
em diversos surtos de infecções nosocomiais, sendo a água 
indicada como responsável pela contaminação dos pacientes 
(Engel et al., 1980). Recentemente, trabalho realizado por Shin 
et al. (2007), relata surtos de infecções por M. mucogenicum 
após procedimentos cirúrgicos e em pacientes submetidos a 
hemodiálises.

O surto de micobacteriose em pacientes submetidos “a 
processos cirúrgicos ou cirúrgico-endoscópicos, ou ainda, 
que se infectaram a partir da disseminação do patógeno 
originário de um sítio cirúrgico à distância”, ocorrido no 
Rio de Janeiro/Brasil (Brasil/MS, 2007), ocasionado pelas 
espécies M. abscessus e fortuitum é um exemplo de ausência 
de controle de micobactérias nas águas, matérias, soluções e 
instrumentos utilizados em ambientes cirúrgicos. Desses, à 
água é dada a menor importância como uma possível fonte 
de contaminação nosocomial de micobacteriose. Entretanto 
nas águas tratadas e utilizadas em moradias, indústrias e 
hospitais, as referidas espécies são reconhecidas como uma 
importante fonte de micobactérias, e consideradas como o 
reservatório principal para a maioria de surtos e pseudo surtos 
nosocomiais (Wallace-Jr et al., 1998). Ambas as espécies não 
foram isoladas no presente trabalho, porém outras de igual 
importância em surtos como M. celatum, M. intracellulare e 
M. mucogenicum estão presentes nas águas de serventia do 
Hospital Universitário Getúlio Vargas.

CONCLUSÕES
O não isolamento de micobactérias ambientais das 

soluções utilizadas para higienização das mãos dos cirurgiões 
e nos procedimentos cirúrgicos, assim como das luvas usadas 
pelos cirurgiões, no Hospital Universitário Getulio Vargas, 
indica que as soluções não possuem ou têm sido eficazes na 
eliminação de micobactérias, consequentemente na prevenção 
de micobacterioses que podem ser adquiridas devido aos 
procedimentos invasivos das cirurgias. Entretanto, a presença 
de M. mucogenicum nas águas das torneiras do centro 
cirúrgico do Hospital Universitário Getulio Vargas, espécie 
já incriminada em surtos pós-cirúrgicos, indica que devem 
ser efetuados procedimentos de limpeza e monitoramento em 
todos os pontos de distribuição de águas, visando à prevenção 
de surtos de micobacterioses nosocomiais induzidos pelo uso 
das águas nas diferentes atividades de manuseio ou higienização 
dos pacientes submetidos a procedimentos invasivos.
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Figura 1 - Perfil de algumas espécies micobacterianas após digestão de 
fragmentos de DNA (hsp65) com enzimas de restrição BstEII e Hae III. L1, 
ladder 50 pares de bases; L2, ladder 25 pares de bases; 1 e 2, M. gordonae 
(perfil 3);  3 e 4,  M. lentiflavum (perfil 3); 5 e 6,  M. intracellulare (perfil 1).
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