
137

Inumaru, V. T. G. et al. Culturas mistas de micobactérias: é importante isolar e identificar? Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):137-41, 2005ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE
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RESUMO
A investigação de culturas mistas de micobactérias é importante pois geralmente estas incluem ao menos
uma espécie patogênica ou potencialmente patogênica. Dentre 8.036 culturas recebidas entre 1999 e 2000,
pelo Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz, foram selecionadas 21 (0,26%) com resultados
sugestivos de culturas mistas. Após o isolamento em meio 7H11 as colônias foram repicadas em Löwenstein
Jensen e incubadas à 37º C. A identificação dos 32 subcultivos foi feita por métodos fenotípicos e pela
analise do perfil de restrição do produto da amplificação de 440 pares de base do gene hsp65. Em oito
subcultivos foi encontrada a espécie M. tuberculosis associada com MNT, em 3 subcultivos foram
encontradas 2 espécies de MNT e nos demais foi identificado apenas um tipo de micobacteria. O tempo de
crescimento lento das micobactérias inviabiliza o plaqueamento de todas as culturas pois este procedimento
acarretaria demora na liberação do resultado final dos testes, além de representar gastos excessivos em
áreas endêmicas, geralmente com escassos recursos econômicos. Embora as dificuldades mencionadas,
os microbiologistas devem estar atentos quanto à presença de culturas mistas de micobactérias e usar
todos os métodos disponíveis para separar e identificar as espécies.
Palavras-Chave. cultura mista, micobactérias, Mycobacterium tuberculosis, micobactérias não
tuberculosas.

ABSTRACT
Careful examination of occurrence of mixed mycobacterial cultures is important because most of them
include at least one pathogenic agent. Among 8,036 mycobacterial cultures samples received between
1999 and 2000 at the Mycobacteria Laboratory of Instituto Adolfo Lutz, 21 (0.26%) classified as mixed
cultures were selected for being investigated. For this, the use of 7H11 plate was included for colonies
isolation. The isolated colonies were then subcultured into Lowenstein-Jensen media and incubated at
37ºC. The isolates were identified by phenotypic tests and by PCR restriction enzyme analysis of hsp65
gene. The analysis of those 21 mixed cultures showed the occurrence of M. tuberculosis and non-
tuberculous mycobacteria (NTM) in eight samples, three cultures with two species of NTM , and ten with
only one specie of mycobacteria. The results of this study suggest that microbiology technicians should
be aware of mixed cultures and apply every practical method available to separate and to identify the
involved mycobacteria species.
Key Words. mixed culture, mycobacteria, Mycobacterium tuberculosis, non tuberculous mycobacteria
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se forma ou da presença de pigmento no sedimento pode ser
útil.

Foi objetivo desse estudo avaliar a importância do
isolamento de colônias e da identificação das espécies presentes
em culturas de micobactérias de difícil elucidação, recebidas
pelo Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz no período
entre 1999 e 2000.

MATERIAL E MÉTODOS

O Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz-São
Paulo examinou 8036 culturas entre 1999 e 2000. Dessas, 21
com resultados aberrantes nos testes fenotípicos, foram
conservadas à -70ºC em miçangas de vidro umedecidas com
meio de Sauton adicionado de 10% de glicerol, para posterior
elucidação12.

Essas culturas foram feitas a partir de 18 escarros, dois
gânglios e um sangue, colhidos de 19 pacientes. Treze culturas
apresentaram aspectos macroscópicos e microscópicos de
micobactérias não tuberculosas (MNT) e resultados
inconclusivos quando submetidas aos testes fenotípicos. Oito
culturas sugeriram a presença de M. tuberculosis e MNT por
apresentarem crescimento de BAAR em meio de Löwenstein
Jensen (LJ), com características morfológicas diferentes
daqueles crescidos em meio de LJ adicionado de 500μg/ml de
ácido ρ-nitrobenzóico.

Para esse estudo as culturas foram recuperadas a partir
da inoculação das miçangas de vidro em meio Löwenstein
Jensen, seguida de incubação à 37ºC por 30 dias. Após o
crescimento foi feita uma suspensão da bactéria em água
destilada estéril, na turvação da escala 1 de McFarland. Essa
suspensão foi semeada em placas com meio Middlebrook 7H11,
com auxílio de uma alça de 10μl de modo a obter colônias
isoladas. As placas foram incubadas à 37ºC por 20 dias e
observadas com auxílio de um estereoscópio para a análise
quantitativa e qualitativa das colônias13.

As colônias isoladas foram subcultivadas em meio de
Löwenstein Jensen e  após o crescimento os repiques foram
submetidos a 22 testes fenotípicos convencionalmente usados
para identificação de espécies do gênero Mycobacterium8,10,14,15.
A identificação genotípica foi realizada pela análise do perfil de
restrição do produto da amplificação de 440 pares de bases do
gene hsp65 (PRA) cuja natureza conservada permite a diferenciação
das micobactérias16. Os oligonucleotídeos iniciadores da reação
de amplificação foram Tb11 (5’- ACCAACGATGGTGTGTCCAT)
e Tb12 (5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT) e as enzimas utilizadas
na digestão do produto foram BstEII e HaeIII.

RESULTADOS

Após a semeadura das 21 culturas, em meio de 7H11,
onze placas mostraram dois tipos de colônias e dez apenas um

INTRODUÇÃO

As culturas mistas de micobactérias podem ocorrer após
o processamento de um único espécime biológico, coletado de
paciente com tuberculose cavitária e co-infectado com outra
espécie de micobactéria. Contudo, não se pode descartar a
possibilidade de colonização ocasional por micobactérias
ambientais ou mesmo contaminação cruzada dos espécimes
biológicos durante os procedimentos de coleta ou técnico-
laboratoriais 1-6.

A investigação da presença de culturas mistas é
importante pois quando duas espécies de micobactérias estão
presentes em um espécime biológico geralmente uma é
patogênica ou potencialmente patogênica e a falha em identificá-
la dificulta o diagnóstico do paciente. Contudo esta não é uma
tarefa fácil e requer técnicos experientes capazes de reconhecer
diferenças sutis na tentativa de separar culturas mistas
sugeridas por resultados aberrantes em meios usados para os
testes fenotípicos3. Nas culturas provenientes de pacientes
infectados pelo HIV, as espécies do complexo M. avium e M.
kansasii, que geralmente causam doença disseminada podem
estar associadas com M. tuberculosis 1,4,7,6.

Diversos estudos internacionais têm relatado o
isolamento de culturas mistas nos espécimes biológicos de
pacientes com ou sem Aids. Tsukamura et al.8, após o estudo
de 97 culturas de micobactérias isoladas de pacientes com
tuberculose detectaram 11 (11,3%) culturas mistas com as
espécies dos complexos M. tuberculosis e M. avium. Young et
al.6, ao estudar 104 culturas de micobactérias isoladas de
pacientes com Aids detectaram a presença de seis (5,8%)
culturas mistas com as espécies do complexo M. avium: cinco
com M. gordonae e uma com M. kansasii. Kiehn e Cammarata4

caracterizaram infecção mista em dois pacientes com Aids após
o isolamento de duas espécies de micobactérias, M.
tuberculosis e M. avium, do sangue desses pacientes. Bogner
et al.1, analisaram 114 culturas de M. avium obtidas após o
processamento de materiais biológicos de pacientes com Aids
e infecção sistêmica, dentre estas 7 (6,14 %) eram culturas mistas
com outra espécie de micobactéria e 1 (0,9 %) incluía M.
genavense e M. xenopi. Em São Paulo, Silva et al.9, relataram a
associação das espécies M. tuberculosis e M. szulgai em um
paciente com tuberculose pulmonar.

O Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz (IAL)
recebe culturas em meio sólido ou líquido, de diversos
laboratórios do Estado de São Paulo, para a identificação da
espécie e a determinação do perfil de suscetibilidade da espécie
M. tuberculosis às drogas.

Para direcionamento aos testes adequados, as culturas
em meio sólido são avaliadas quanto aos aspectos
microscópicos: morfologia dos bacilos álcool-ácido resistentes
(BAAR), formação de corda e macroscópicos: características
das colônias, presença de pigmento10,11. Geralmente as culturas
em meio líquido são avaliadas apenas quanto ao aspecto
microscópico no entanto, a avaliação do tipo de floculação que
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tipo. A Tabela 1 mostra a origem dos 32 subcultivos obtidos.
As nove colônias rugosas foram identificadas como
pertencentes ao complexo M. tuberculosis pelos resultados de
produção de niacina, redução do nitrato e inativação da catalase
a 68ºC. As 23 colônias lisas foram submetidas aos testes
fenotípicos e os resultados constam da Tabela 2, bem como os
resultados de identificação obtidos com a técnica de PRA.

DISCUSSÃO

O gênero Mycobacterium tem como característica o
crescimento confluente que dificulta o isolamento e a definição
de mais de um tipo morfológico quando o espécime biológico é
cultivado em meio sólido e o tempo de crescimento lento que
inviabiliza o plaqueamento de todas as culturas.

A observação de 21 culturas mistas não reflete a
freqüência real desta ocorrência em nosso laboratório pois essa
busca não foi sistemática mas, mostra a importância da
investigação detalhada de culturas mistas, já anteriormente
relatada na literatura por Gross et al.3.

Entre 11 culturas com duas espécies bacterianas
encontradas nesse estudo, oito (73%) incluíam a espécie M.
tuberculosis. Esses resultados foram concordantes com os de
outras publicações que relataram, na maioria das vezes, a
presença de ao menos uma espécie de micobactéria patogênica
ou potencialmente patogênica nas culturas mistas 3,4,6,7,9.

O isolamento de apenas um tipo de colônia nos
subcultivos de dez culturas do estudo é sugestivo de que a
outra espécie presente na cultura original não foi recuperada.

O subcultivo 20 apresentou resultado fenotípico
inconclusivo. Foram realizados 22 testes, 20 apresentaram
resultados compatíveis com o padrão de MAC mas, com
hidrólise do tween e redução do nitrato sugestivos de M.
kansasii. A cultura original foi identificada pelo PRA como M.
kansasii mas o PRA do subcultivo apresentou apenas o perfil

Tabela 1. Caracterização dos subcultivos originados do plaqueamento das 2l culturas recuperadas para elucidação da
identificação das espécies do gênero Mycobacterium.

Espécime Culturas N=21
biológico

Subcultivos com dois tipos de colônias Subcultivos com um tipo de colônia
N=11 N=10

L.Acromógena L.Pigmentada Rugosa L.Acromógena L.Pigmentada Rugosa
Escarro N=11 N=2 N=7 N=6 N=1 N=1

(1,2,3,7,9,11,12, (3a,11a)* (1a,2a,7a,9a, (6,8,10,15, (21)* (4)*
13,18,19a/b)* 12a,13a,18a)* 16,20)*

Gânglio N=1 - N=1 N=1 - -
(5)* (5a)* (14)*

Sangue - - - N=1 - -
(17)*

L=lisa,N= número,*=identificador dos subcultivos em placas

de M. avium I. Esses resultados podem ser explicados pela
extrema dificuldade em isolar unidades formadoras de colônias,
mesmo entre espécies diferentes,  por características de
crescimento próprias do gênero.

Os subcultivos 6 e 16 originaram-se de culturas de
escarros colhidos do mesmo paciente nos anos de 1999 e
2000. A cultura original mostrou perfil de MAC, exceto pela
redução do nitrato que sugeriu a presença conjunta de outra
espécie. A cultura original foi identificada pelo PRA como M.
tuberculosis mas o PRA do subcultivo apresentou apenas o
perfil  M. avium I.

Os subcultivos 8 e 17 originaram-se respectivamente de
culturas de escarro e sangue colhidos do mesmo paciente nos
anos de 1999 e 2000. As culturas originais mostraram perfil
fenotípico inconclusivo: perfil de MAC, exceto pela redução
do nitrato que sugeriu a presença conjunta de outra espécie. O
método de PRA mostrou a presença da espécie M. tuberculosis.
Nos dois subcultivos os testes fenotípicos identificaram MAC
e o método PRA confirmou a presença da espécie M. avium II.
Como a presença de M. avium no sangue pode sugerir a
presença de uma doença disseminada a elucidação imediata do
diagnóstico teria sido importante para o estabelecimento de
terapêutica adequada ao paciente7.

Os resultados obtidos, com os subcultivos 6,8,16,17
onde houve evidências da presença de M. tuberculosis, mostram
a necessidade de um período de incubação prolongado das
placas, mesmo após a visualização de colônias lisas, o que
possibilitou o desenvolvimento de colônias a partir de espécies
de crescimento mais lento.

Os resultados de identificação obtidos com as duas
técnicas utilizadas nesse estudo, mostraram a utilidade da
técnica de PRA na elucidação de resultados fenotípicos
inconclusivos embora permaneça clara a preocupação com a
dificuldade de isolamento de microrganismos com
características de crescimento muito diferentes que podem
aparecer em associação. Microrganismos capazes de



140

Inumaru, V. T. G. et al. Culturas mistas de micobactérias: é importante isolar e identificar? Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):137-41, 2005

Ta
be

la
 2

.  P
er

fil
 fe

no
típ

ic
o 

e r
es

ul
ta

do
 co

m
 a 

té
cn

ic
a d

e P
R

A
  d

as
 m

ic
ob

ac
té

ria
s n

ão
 tu

be
rc

ul
os

as
 (M

N
T)

  i
de

nt
ifi

ca
da

s  
ap

ós
 su

bc
ul

tiv
o 

de
 2

1 
cu

ltu
ra

s c
om

 re
su

lta
do

in
ic

ia
l d

e c
ul

tu
ra

 m
is

ta
. I

ns
tit

ut
o A

do
lfo

 L
ut

z 1
99

9-
20

00
.

N
º d

aC
ep

a
1,9

,18
2,1

3
5

7,1
2

11
11

a
3

3a
19

19
a

6,1
4,

8,
 10

,
20

21
15

, 1
6

17
Te

st
es

fe
no

típ
ic

os
C

re
sc

im
en

to
 à 

26
ºC

+
+

+
+

+
-

+
+

+
+

+
+

+
+

C
re

sc
im

en
to

 à 
37

ºC
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
C

re
sc

im
en

to
 à 

45
ºC

V
+

+
-

+
+

+
-

-
+

+
+

+
-

Pi
gm

en
to

A
A

A
A

A
E

A
E

A
A

A
A

A
E

Á
ci

do
 p

íc
ric

o 
0,

2%
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
N

itr
ito

 d
e s

ód
io

 0
,2

%
-

-
-

-
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
Sa

lic
ila

to
 d

e S
ód

io
 0

,1
%

-
-

-
-

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

C
lo

re
to

 d
e S

ód
io

 5
%

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

+
-

Á
ci

do
 ρ

-n
itr

o 
be

nz
ói

co
 5

00
μg

/m
l

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

H
id

ra
zi

da
 d

o 
ác

id
o 

2 
tio

fe
no

 ca
rb

ox
íli

co
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
H

id
ro

xi
la

m
in

a 5
00
μg

/m
l

+
+

+
+

+
-

+
+

+
+

+
+

+
+

Is
on

ia
zi

da
 1

0μ
g/

m
l

  -
**

+
+

-
+

+
-

+
+

-
+*

-
+

-
Ri

fa
m

pi
ci

na
 25

μg
/m

l
V

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

-
Et

am
bu

to
l 5
μg

/m
l

V
+

+
-

+
+

+
-

+
+

+*
-

-
-

Ci
cl

os
er

in
a 3

0 
μg

/m
l

-
-

-
-

+
+

-
-

+
-

-
-

-
-

Ci
pr

of
lo

xa
ci

na
 5 
μg

/m
l

+
+

+
+

-
-

+
+

-
+

+*
+

+
-

ρ-
am

in
os

al
ic

ila
to

 d
e s

ód
io

 2
m

g/
m

l
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
-

+
O

flo
xa

ci
na

 2,
5 μ

g/
m

l
+

+
+

+
+

+
+

+
-

+
+

+
+

NR
A

ril
su

lfa
ta

se
 3

/1
5d

ia
s

V
-/+

-/-
-/+

+/
+

-/+
-/-

-/-
+/

+
-/-

V
-/+

-
+/

+
H

id
ró

lis
e d

o 
tw

ee
n

-
-

-
-

+
-

-
-

-
-

-
-

+
+

β-
ga

la
ct

os
id

as
e

-
-

-
-

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

R
ed

uç
ão

 d
o 

ni
tra

to
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
+

-
Id

en
tif

ic
aç

ão
 fe

no
típ

ic
a

M
A

C
M

A
C

M
A

C
M

A
C

M
C

he
M

g
M

A
C

CL
A

I
M

A
C

M
A

C
M

A
C

I
M

g
Id

en
tif

ic
aç

ão
 p

el
o 

PR
A

M
aI

I
M

aI
M

A
C

M
I

M
ab

M
gI

M
aI

M
tri

I
M

A
C

M
aI

M
aI

I
M

aI
M

gV
*c

ep
a n

º1
4(

–)
 ,*

* 
ce

pa
 n

º 1
8 

(+
), 

I=
in

co
nc

lu
si

vo
 - 

=n
eg

at
iv

o,
 +

= 
po

si
tiv

o,
 V

=v
ar

iá
ve

l, 
A

=a
cr

om
óg

en
a,

 E
=e

sc
ot

oc
ro

m
óg

en
a,

 N
R

=n
ão

 re
al

iz
ad

o,
 M

A
C

=c
om

pl
ex

o
M

. a
vi

um
, M

aI
=M

. a
vi

um
 I,

 M
aI

I=
M

. a
vi

um
 II

, M
I=

M
. i

nt
ra

ce
llu

la
re

 I 
(c

ep
a 1

2)
 e 

IV
 (c

ep
a 7

),
M

ch
e=

M
. c

he
lo

na
e,

 M
ab

=M
. a

bc
es

su
s, 

M
g=

M
. g

or
do

na
e,

 M
tri

=M
. t

riv
ia

le
, P

R
A

=a
na

lis
e 

do
 p

er
fil

 d
e 

re
st

riç
ão

 d
o 

pr
od

ut
o 

da
 a

m
pl

ifi
ca

çã
o 

de
 4

40
 p

ar
es

 d
e 

ba
se

do
 g

en
e h

sp
65

, C
LA

= 
m

ic
ob

ac
té

ria
 d

e c
re

sc
im

en
to

 le
nt

o 
ac

ro
m

óg
en

a



141

Inumaru, V. T. G. et al. Culturas mistas de micobactérias: é importante isolar e identificar? Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):137-41, 2005

crescimento mais rápido podem prejudicar a recuperação de
outros com características mais lentas por consumo de
nutrientes.

O método de PRA foi importante para identificar as
espécies M. avium, M. intracellulare e M. abcessus anteriormente
relatadas respectivamente como complexos M. avium e M.
chelonae e definir os padrões das espécies M. avium I e II e M.
gordonae I e V . Foi também importante para a identificação do
subcultivo 3a como M. triviale anteriormente relatado como
micobactéria de crescimento lento escotocromógena.

CONCLUSÃO

O tempo de crescimento lento das micobactérias
inviabiliza o plaqueamento de todas as culturas pois este
procedimento acarretaria demora na liberação do resultado final
dos testes, além de representar gastos excessivos em áreas
endêmicas, geralmente com escassos recursos econômicos.

Embora as dificuldades mencionadas, os
microbiologistas devem estar atentos quanto à presença de
culturas mistas de micobactérias e usar todos os métodos
disponíveis para separar e identificar as espécies.

RECOMENDAÇÕES

1. Semear em placas aquelas culturas com características de
culturas mistas quando:

• o exame microscópico dos bacilos álcool-ácido resistentes
mostrar mais de um tipo morfológico

• o exame macroscópico das culturas evidenciar mais de
um tipo de colônia

• os resultados dos testes fenotípicos forem aberrantes
• o crescimento no meio de LJ for sugestivo de

M.tuberculosis e no meio de LJ com 500 μg/ml de ácido
ρ-nitrobenzóico for sugestivo de micobactérias não
tuberculosas.

2. Quando no crescimento em placas forem observadas colônias
de um só aspecto, é importante a reincubação por períodos
mais longos, para que haja possibilidade do crescimento de
outras cujo desenvolvimento seja mais lento.
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