Ocorréncia e distribuicao de Chromobacterium
violaceum (Schroeter) Bergonzini 1881, na Amazonia Central

Resumo

Foi estudada a ocorréncia de Chromobacterium
violaceum em 67 amostras de agua superficial de rios,
lagos e igarapés da Amazonia Central. Os corpos de
agua investigados representam os 3 tipos de &Agua da
regiao, propostos por Sioli (1965). Verificou-se a pre-
senca dessa bactéria em 45 (67.16%) das 67 amostras,
distribuidas por 15 (75%) das 20 amostras de 4gua
clara, 21 (65.6%) das 32 amostras de agua preta e 9
(60%) das 15 amostras de dgua branca.

INTRODUCAO

Chromobacierium violaceum é um micror-
ganismo de género de filiagao incerta da 8%
parte do Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (Buchanan & Gibbons, 1974). E
um bastonete Gram-negative, 0,6-09 por
1,5-3um; possuindo motilidade flagelar, polar
e lateral, nao formando esporos. E essencial-
mente heterotréfica, utilizando compostes or-
génicos como nutrientes. Esse microrganis-
mo € comum em agua e solo de regioes iropi-
cais e ocasionalmente causa infecgbes no
homem. Na literatura estdo registrados 16
casos fatais por Chromobacterium violaceum,
9 dos quais em criangas (Ognibene & Thomas,
1970) .

Desenvolve-se muito bem em um meio
comum de peptona, é anaerébio facultativo,
desde que haja disponibilidade de nutrientes
adequados. Meséfilos, com 6timo de tempe-
ratura situade entre 30°C e 35°C, minimo entre
10-15°C, maximo 40°C.

A falta quase completa de informacgdes
sobre a ocorréncia e distribuicac de Chromo-
bacterium violaceum nao deve ser devida 2
dificuldade no reconhecimento da mesma, pois
esta bactéria é facilmente visualizada por
formar colénias roxas, muito caracteristicas.
Essa auséncia de dados parece ser, provavel-
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mente, devida & falta de métodos adequados
para o isolamento e também ao fato de que
sdo poucos os que estudam e pesquisam o
assunto, em 4areas tropicais. Produz um pig-
mento, a violaceina, caracterizado por ser in-
solivel na agua e no cloroférmio porém so-
livel em acetona e alcool etilico, dando uma
solucdo violeta, O ieste para comprovar a
violaceina em culturz pura é simples e as rea-
coes obtidas sd@o caracteristicas, ndo se en-
contrando em qualquer outro pigmento bacte-
riano (Sneath, 1966) .

Na bacia amazdnica, Chromobacterium vio-
laceum tem sido encontrada nos rios, lagos,
igarapés e na agua tratada de consumo das
cidades.

Neste trabalho, procurou-se estabelecer a
ocorréncia e distribuicio geografica de Chro-
mobacterium violaceum nas aguas da Amazo-
nia Central.

MATERIAL. E METODOS

Em 67 amostras de aguas superficiais de
rios, lagos e igarapés da Amazonia, foi estuda-
da a ocorréncia de Chromobacterium viola-
ceum. As amostras foram classificadas como
de agua preta, branca ou clara, de acordo com
as caracteristicas fisico-quimicas

Baseado em resultados obtidos de uma
série de experimentos anteriores (Skerman,
(1967), foi usado o meio Plate Count Agar
(Tryptone, Glucose Yeast Agar), que é um
agar nutritivo onde o organismo cresce muito
bem e cuja composicao é: Glicose 1,0g, Pep-
tona-Tryptone 5,0g, Yeast extract 2,5g, Agar
15,0g, agua destilada 1000ml e pH7.0 =+ 0.1.

A inoculagao foi feita pelo método de fil-
tracao, usando filtros de membrana Sartorius
SM 14005, 0(2 p de porosidade e 50m de dia-
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metro, ou com inoculagao de 1 ml da amostra,
diretamente sobre o meio de cultura nas pla-
cas American Public Health Association,
(1971) . As placas assim preparadas foram in-
cubadas a 37°C e ap6s 24 horas contavam-se
as coloénias de Chromobacterium violaceum,
caracterizadas pela cor roxa intensa, forma
circular, lisas, algumas vezes rugosas, ndo ge-
latinosas. Normalmente, as colonias aparece-
ram isoladas .Em alguns casos, apareceram
colénias contaminadas por outros microrganis-
mos. Nestes casos, as amostras sé foram
consideradas positivas quando através de re-
piques era obtida uma cultura pura.

Foram testadas cepas encontradas no sis-
tema de distribuicao de agua das cidades de
Manaus ¢ Belém, para verificar a resisténcic
ao sulfato de aluminio e cloro. Para o teste
de resisténcia ao sulfato de aluminio e cloro,
utilizou-se uma solucdo-estoque de 2% de sul-
fato de aluminio (Usina Colombiana), em di-
luicdo de

1; 1 = 1 e 1

10 100 1000 10000
Para o cloro, utilizou-se o HTH cloro seco (Olin
Quimica Ltda.) em diluicdo de

1% T T &

10 100 1000 10000

Pera verificar o efeito do pH do substrato
sobre o crescimento bacteriano, foram feitos
experimentos triplicados em Nutrient broth,
basic nutrient media (Cowan & Stell, 1965),
com pH variando de 3,5-8,5. Utilizou-se 10m!
por tubo da solugdo nutritiva, esterilizada e os
tubos inoculados em estufa a 37°C por 24 ho-
ras. Apés esse periodo, os tubos foram ana-
lisados, relacionando o indice de crescimento
com a absorcdo de luz em electrofotémetro
ELKO II, com filtro S42E. Para zeragem do apa-
relho, utilizou-se o meio estéril e as diferen-
cas de absorc@o e transmitancia foram relacio-
nados com crescimento e pH.

Foi determinado o pH das 4guas pelo pH
meter-Model LS, Sargent Welch e anotado
o0 tipo de dgua de todas as amostras na oca-
sido da coleta, segundo as caracteristicas da-
das por Sioli (1965) .
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A maicr percenlagem de amostras positi-
vas foi encontrada na agua clara, sequindo-se
a agua preta e com menor indice, a branca.
Na Tabela | sao apresentados os resultados
das contagens de colonias de Chromobacte-
rium violaceum (Fig. 1) nas 67 amostras de
aguas estudadas.

Fig. 1 — Aspecto dcs colonias de Chromobacterium
violaceum em filtro de membrana.

Verifica-se em primeiro lugar, a presen-
ca de Chromobacterium violaceum em 45
(67,16%) das amostras, sendo que 15
(75,00%) das 20 amostras de agua clara, 21
(65,625%) das 32 amostras de dgua preta e 9
(60,00%) das 15 amostras de agua branca
apresentavam a referida bactéria.

A Fig. 2 mostra comparativamente o efei-
to de édgua sobre o percentual de amostras
positivas. Paralelamente, o0 nimero de cold-
nias de Chromobacterium violaceum encontra-
do nas amostras de 4&gua, apresenta maior
nimero na agua clara, com uma média de 6,7
colonias por ml, seguindo-se a dgua preta com
uma média de 6,1 colonias por ml e por aitimo,
a agua branca que apresenta uma média de

-3,1 colénias por ml (Fig. 3).
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TABELA | — Ocorréncia de Chromobacterium violaceum em

67 amostras de agua nos corpos d'agua do Amazonia Central

lénias
Amostra Més Local iy Tigo - ((::.Dv?ol:ce::a pH
principal agua
por ml
1 FevereiroLago Anama Solimoes preta 2 5.6
2 " " Anori . . 0 5.2
3 " = Bacuri Negro o 1 6.2
4 " " Caapiranga Solimbes = 0 5.0
B X " Calado . » 0 6.2
6 " " Cacau-Pirera Negro ® 3 5.8
7 - " Guedes . = 5 4.8
8 " " Grande de Manacapuru Solimoes " 0 5.4
9 ¥ " Jacaré - clara 0 6.8
10 " " Jaraqui Negro preta 5 4.6
1 = " Miriti Solimbes clara 0 6.8
12 = Rio Moju Curua-Una preta 7 5.4
13 - Lago Muratu Solimbes - 0 4.8
14 - * Mururé Purus & 0 55
15 . " Pacova Solimdes branca 2 ¥l
16 ¥ " Passarinho ¥ . 3 6.9
17 s " Piranha = 3 0 7.0
18 "  Rio Purus £ N 3 5.0
19 5 " Taruma-mirim Negro preta 1 4.4
20 ! Lago Surara Purus . 0 4.6
21 = " Xiborema Solimoes branca 2 7.0
22 Marco Rio Curué-Una Amazonas clara 2 6.4
23 " " Jutai Solimoes preta 0 6.0
24 " " Jurua . branca 0 71
25 x " Mojui Curué-Una preta 1 5.6
26 2 " Solimdes Amazonas branca 2 7.5
27 = " Tefé Sclimbes preta 0 6.6
28 g " Uarini . . 6 6.1
29 Abril  Lago Cristalino Negro clara 6 5.3
30 " Rio Aripuana Madeira ¥ 3 6.7
" Aripuand (depois da cachoeira das An-
31 X dorinhas) " . 12 7.2
32 " Cérrego da cachoeira das Andorinhas " ' 3 71
Rio Aripuana (depois da cachoeira de Da:-
33 = danelos) " Lo Incontaveis 71
34 . " Aripuana (igapd) " * 7 71
a5 b " Aripuana (igarapé) " preta 10 6.6
36 # " Aripuana (baia) ol . 4 6.8
a7 " Corrego da Floresta na estrada da Pocilga Aripuana clara 37 7.2
38 *  Cachoeira que é captada para a Pocilga " " 9 7.3
39 . Igarapé Cuxiual " = 1 7.0
40 ¥ Lago Grande do Manaquiri Solimoes branca 0 6.9
41 Junho " S. Sebastido . preta 3 8.1
42 Julho Rio Cuielras Negro " 0 5.8
43 " Lago Manacapuru Solimdes ciara 1 6.6
a4 " Rio Negro Amazonas preta 28 6.2
45 Agosto Lago Aleixo = branca 12 6.8
46 " " Baixio Solimoes ¥ 0 5.5
a7 "  Rio Camanau Negro preta 3 4.8
48 ° Lago Grande Jutai Solimoes clara 0 6.3
Ocorréncia e. ..
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TABELA | — (Continuac3o)

3 : Colénias de
A Rio Tipo de
Amostra M L i
€s ocal principal &gua C. violaceum pH
por m!
49 " " Jacaretinga " branca 0 6.4
50 W Janauari Negro " 1 5.5
51 * Rio Jau i preta 0 5.0
52 * Lago Muru-muru Solimdes clara 0 6.5
53 " " Patos * i 0 6.3
54 g " Tupé Negro preta 8 5.8
55 Setembro Rio Abonari N " 20 4.5
56 " lgarepé do Acara ! " 9 4.8
57 " " Barro Branco " i 4 4.9
58 " Ric Branquinho " pranca 2 65
59 " Jundia " preta 1 4.9
60 QOutubro Lago Agua Preta Guama clara 5 5.6
61 " Lolonha i " 3 6.0
62 " " Estébulo " gt 4 5.8
63 b Rio Guama Amazonas " 3 6.2
64 " Lago dos Reis ! branca 0 6.6
65 Dezembro " Aruad Negro preta 3 4.8
66 2 " Castanho Solimoes branca 1 7.3
67 " Igarapé do Parana da Terra Preta Negro preta L 4.5
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Fig. 2 — Efeito de tipos de aguas na Amazdnia na ocor-

réncia de Chromobacterium violaceum,

Fig. 3 — Média do nimero de colénias/ml de Chromo-

bacterium violaceum encontrado nas aguas da Amazbnia
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Chromobacterium violaceum nao é uma
bactéria muito exigente para desenvolver-se
em meios de cultura e tolera valores variados
de pH, crescendo em meios com pH variando
desde 4,4 a 8,8, sendo que em 5,8, atinge o
melhor crescimento (Fig. 4).

Das amostras de agua coletadas, notou-se
a presenca de Chromobacterium violaceum
nas aguas com pH de 4.4 a 8,4, porém, o maior
percentual de amostras positivas foi na faixa
de 55 — 6,9 (Fig. 5).

Um outro resultado a comentar é a resis-
téncia da bactéria a presenca de sulfaio de
aluminio e ao cloro, que sd@o os elementos
usados para o tratamento de dguas nas cida-
des de Belém e Manaus. Verificou-se que a
partir da diluicdo de 1 _ da solugdo estoque

100
de 2% de sulfato de aluminio, a bactéria co-

o
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Fig.»4 — Relagdo do pH com a extincao dada pelo
crescimento de Chromobacterium violaceum (média de
trés experimentos).
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Fig. 5 — Efeito do pH na ocorréncia de Chromobacte-
rium violaceum,

mega a desenvolver-se, o mesmo ocorrendo

com a diluicdo de cloro. Em solucées mais
T 1

concentradas (—, —) nao se obteve desen-
1 10

volvimento observavel.

Os dados apresentados no presente traba-

Ilho demonstram que realmente a bactéria ocor-

re nos corpos d'dgua da Amazbnia Central,

com bastante frequiéncia. De qualquer forma,

o estudo da distribuicdo e ocorréncia de Chro-

mobacterium violaceum é de grande importan-

cia devido & capacidade desta bactéria de pro-

duzir um pigmento que tem sido objeto de

estudos em viarios campos da Biologia.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo pre-
liminar permitem as seguintes conclusoes :

a) a distribuicdo e ocorréncia de Chromo
bacterium violaceum na Amazonia Central é
bastante frequente, provavelmente ligada as
condigbes tropicais;

b) o maior nimero de colénias por ml nas
amostras positivas, a maior percentagem de
amostras positivas e o pH 6timo de Chromo-
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bacterium violaceum convergem todos para os
parametros estabelecidos para dgua clara, em-
bora ela possa ocorrrer em qualquer corpo
d'agua.
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SUMMARY

The occurrence of Chromobacterium violaceum was
investigated in the surface waters of rivers, lakes and
streams of the Central Amazon Region. The bodies of
waters proposed by Sicli (1965). Chromobacterium vio-
laceum was observed in 45 (67,16%) of the total 67
samples being in 15 (75,00%) of the 20 clearwater
samples, 21 (65,6%) of the 32 black water samples and
B (Q0.00%] of the 15 with water samples.
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