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Culturas mistas de micobactérias: ¢ importante isolar e
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Mixed mycobacterial cultures: isit important to separate and to identify
multiple species?
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RESUMO

A investigacdo de culturas mistas de micobactérias € importante pois geralmente estas incluem ao menos
uma espéci e patogénica ou potencia mente patogénica. Dentre 8.036 culturas recebi das entre 1999 e 2000,
pelo Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz, foram selecionadas 21 (0,26%) com resultados
sugestivos de culturas mistas. Ap6s o isolamento em meio 7H11 as col dniasforam repicadas em L dwenstein
Jensen e incubadas a 37° C. A identificacdo dos 32 subcultivos foi feita por métodos fenotipicos e pela
analise do perfil de restricdo do produto da amplificagdo 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 espéciesde MNT e nosdemaisfoi identificado apenas um tipo de micobacteria. O tempo de
crescimento lento das micobactériasinviabiliza o plagueamento de todas as cul turas pois este procedimento
acarretaria demora na liberacdo do resultado final dos testes, além de representar gastos excessivos em
areas endémicas, geralmente com escassos recursos econdmicos. Embora as dificul dades mencionadas,
0s microbiologistas devem estar atentos quanto a presenca de culturas mistas de micobactérias e usar
todos os métodos disponiveis para separar e identificar as espécies.

Palavras-Chave. cultura mista, micobactérias, Mycobacterium tuberculosis, micobactérias ndo
tubercul osas.

ABSTRACT

Careful examination of occurrence of mixed mycobacteria cultures isimportant 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
37°C. Theisolates 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 cultureswith two speciesof NTM , and ten with
only one specie of mycabacteria. 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.
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INTRODUCAO

Asculturas mistas de micobactérias podem ocorrer apos
0 processamento de um Unico espécime biol 6gico, coletado de
paciente com tubercul ose cavitaria e co-infectado com outra
espécie de micobactéria. Contudo, néo se pode descartar a
possibilidade de colonizagdo ocasional por micobactérias
ambientais ou mesmo contaminacdo cruzada dos espécimes
biolégicos durante os procedimentos de coleta ou técnico-
laboratoriais®®.

A investigacdo da presenca de culturas mistas é
importante pois quando duas espécies de micobactérias estdo
presentes em um espécime biol6gico geralmente uma é
patogénicaou potencia mente patogénicae afahaemidentifica
ladificultao diagndstico do paciente. Contudo estando € uma
tarefafécil e requer técnicos experientes capazes de reconhecer
diferencas sutis na tentativa de separar culturas mistas
sugeridas por resultados aberrantesem meios usados para 0s
testes fenotipicos®. Nas culturas provenientes de pacientes
infectados pelo HIV, as espécies do complexo M. avium e M.
kansasii, que geralmente causam doenca disseminada podem
estar associadas com M. tuberculosis +47€,

Diversos estudos internacionais tém relatado o
isolamento de culturas mistas nos espécimes biolégicos de
pacientes com ou sem Aids. Tsukamura et al .8, apds o estudo
de 97 culturas de micobactérias isoladas de pacientes com
tuberculose detectaram 11 (11,3%) culturas mistas com as
espéci es dos complexos M. tuberculosis e M. avium. Young et
al.%, ao estudar 104 culturas de micobactérias isoladas de
pacientes com Aids detectaram a presenca de seis (5,8%)
culturas mistas com as espécies do complexo M. avium: cinco
com M. gordonae eumacom M. kansasii. Kiehn e Cammarata’
caracterizaram infeccdo mistaem doi s paci entes com Aids apos
0 isolamento de duas espécies de micobactérias, M.
tuberculosis e M. avium, do sangue desses pacientes. Bogner
et a., analisaram 114 culturas de M. avium obtidas ap6s o
processamento de materiais biol 6gicos de pacientes com Aids
einfeccdo sistémica, dentreestas 7 (6,14 %) eram culturas mistas
com outra espécie de micobactéria e 1 (0,9 %) incluia M.
genavense e M. xenopi. Em S&o Paulo, Silvaet a.°, relataram a
associacdo das espécies M. tuberculosis e M. szulgai em um
paci ente com tubercul ose pulmonar.

O Setor de Micobactériasdo Ingtituto Adolfo Lutz (IAL)
recebe culturas em meio s6lido ou liquido, de diversos
laboratdrios do Estado de Sao Paulo, para a identificagdo da
espécie e adeterminagdo do perfil de suscetibilidade daespécie
M. tuberculosis as drogas.

Para direcionamento aos testes adequados, as culturas
em meio sOlido sdo avaliadas quanto aos aspectos
microscopicos: morfol ogiados bacilos é cool-acido resistentes
(BAAR), formacdo de corda e macroscopicos. caracteristicas
das coldnias, presencade pigmento'®!!, Geralmente as culturas
em meio liquido sdo avaliadas apenas quanto ao aspecto
microscopi co no entanto, aavaliagéo do tipo de floculacdo que
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se forma ou da presenca de pigmento no sedimento pode ser
util.

Foi objetivo desse estudo avaliar a importancia do
isolamento de col 6nias e daidentificagéo das espécies presentes
em culturas de micobactérias de dificil elucidagdo, recebidas
pel o Setor de Micobactériasdo I nstituto Adolfo L utz no periodo
entre 1999 e 2000.

MATERIAL E METODOS

O Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz-S&o
Paulo examinou 8036 culturas entre 1999 e 2000. Dessas, 21
com resultados aberrantes nos testes fenotipicos, foram
conservadas a -70°C em migangas de vidro umedecidas com
meio de Sauton adicionado de 10% de glicerol, para posterior
elucidacéo®.

Essas culturasforam feitas a partir de 18 escarros, dois
ganglios e um sangue, colhidosde 19 pacientes. Treze culturas
apresentaram aspectos macroscopicos e microscopicos de
micobactérias ndo tuberculosas (MNT) e resultados
inconclusivos quando submetidas aos testes fenotipicos. Oito
culturas sugeriram a presenca de M. tuberculosis e MNT por
apresentarem crescimento de BAAR em meio de Léwenstein
Jensen (LJ), com caracteristicas morfoldgicas diferentes
dagueles crescidos em meio de LJ adicionado de 500ug/ml de
acido p-nitrobenzéico.

Para esse estudo as culturas foram recuperadas a partir
da inoculacdo das micangas de vidro em meio Lowenstein
Jensen, seguida de incubacdo a 37°C por 30 dias. Apos 0
crescimento foi feita uma suspensdo da bactéria em agua
destilada estéril, na turvagéo da escala 1 de McFarland. Essa
suspensdo foi semeadaem placascom meio Middlebrook 7H11,
com auxilio de uma al¢a de 10ul de modo a obter colbnias
isoladas. As placas foram incubadas a 37°C por 20 dias e
observadas com auxilio de um estereoscopio para a andise
guantitativa e qualitativa das coldnias®.

As colbnias isoladas foram subcultivadas em meio de
Lowenstein Jensen e apds o crescimento os repiques foram
submetidos a 22 testes fenotipicos convencionalmente usados
para identificagdo de espécies do género Mycobacterium?®101415,
A identificago genctipicafoi realizada pela andise do perfil de
restricdo do produto da amplificacdo de 440 pares de bases do
genehsp65 (PRA) cujanaturezaconservadapermiteadiferenciacéo
das micobactérias®. Os oligonucleotideos iniciadores da reacao
deamplificacBoforam Th11 (5 - ACCAACGATGGTGTGTCCAT)
eTh12(5-CTTGTCGAACCGCATACCCT) easenzimesttilizedas
nadigestdo do produto foram BstEll e Haelll.

RESULTADOS

ApOs a semeadura das 21 culturas, em meio de 7H11,
onze placas mostraram dois tipos de coldnias e dez apenas um
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tipo. A Tabela 1 mostra a origem dos 32 subcultivos obtidos.
As nove colbnias rugosas foram identificadas como
pertencentes ao complexo M. tuberculosis pelos resultados de
producéo de niacina, reducdo do nitrato einativacdo dacatal ase
a 68°C. As 23 colbnias lisas foram submetidas aos testes
fenotipicos e os resultados constam da Tabela 2, bem como os
resultados de identificacdo obtidos com atécnicade PRA.

DISCUSSAO

O género Mycobacterium tem como caracteristica o
crescimento confluente que dificultaoisolamento eadefinicdo
de mais de um tipo morfol 6gi co quando o espécime biol 6gico é
cultivado em meio sdlido e o tempo de crescimento lento que
inviabiliza o plagueamento de todas as culturas.

A observacdo de 21 culturas mistas ndo reflete a
freqUénciareal destaocorrénciaem nosso laboratério poisessa
busca ndo foi sistematica mas, mostra a importancia da
investigagdo detalhada de culturas mistas, ja anteriormente
relatadanaliteraturapor Grosset al .2,

Entre 11 culturas com duas espécies bacterianas
encontradas nesse estudo, oito (73%) incluiam a espécie M.
tuberculosis. Esses resultados foram concordantes com os de
outras publicactes que relataram, na maioria das vezes, a
presenca de ao menos uma espéci e de micobactériapatogénica
ou potencia mente patogénica nas culturas mistas34679,

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

O subcultivo 20 apresentou resultado fenotipico
inconclusivo. Foram realizados 22 testes, 20 apresentaram
resultados compativeis com o padrédo de MAC mas, com
hidrélise do tween e reducdo do nitrato sugestivos de M.
kansasii. A culturaorigina foi identificadapelo PRA como M.
kansasii mas o PRA do subcultivo apresentou apenas o perfil

de M. avium |. Esses resultados podem ser explicados pela
extremadificuldade emisolar unidadesformadoras de colénias,
mesmo entre espécies diferentes, por caracteristicas de
crescimento proéprias do género.

Os subcultivos 6 e 16 originaram-se de culturas de
escarros colhidos do mesmo paciente nos anos de 1999 e
2000. A culturaoriginal mostrou perfil de MAC, exceto pela
reducdo do nitrato que sugeriu a presenca conjunta de outra
espécie. A culturaoriginal foi identificadapelo PRA como M.
tuberculosis mas o PRA do subcultivo apresentou apenas o
perfil M. avium|.

Ossubcultivos 8 e 17 originaram-se respectivamente de
culturas de escarro e sangue col hidos do mesmo paciente nos
anos de 1999 e 2000. As culturas originais mostraram perfil
fenotipico inconclusivo: perfil de MAC, exceto pela redugdo
do nitrato que sugeriu a presenca conjunta de outra espécie. O
método de PRA mostrou apresencadaespécie M. tuberculosis.
Nos dois subcultivos os testes fenotipicos identificaram MAC
€0 método PRA confirmou a presenca daespécie M. avium I1.
Como a presencga de M. avium no sangue pode sugerir a
presenca de umadoencadisseminadaaelucidacdo imediatado
diagndstico teria sido importante para o estabelecimento de
terapéutica adequada ao paciente’.

Os resultados obtidos, com os subcultivos 6,8,16,17
onde houve evidénciasdapresencade M. tuberculosis, mostram
a necessidade de um periodo de incubagdo prolongado das
placas, mesmo ap0s a visualizacdo de colbnias lisas, 0 que
possibilitou o desenvolvimento de colGnias apartir de espécies
de crescimento maislento.

Os resultados de identificag@o obtidos com as duas
técnicas utilizadas nesse estudo, mostraram a utilidade da
técnica de PRA na elucidagdo de resultados fenotipicos
inconclusivos embora permanega clara a preocupagdo com a
dificuldade de isolamento de microrganismos com
caracteristicas de crescimento muito diferentes que podem
aparecer em associacdo. Microrganismos capazes de

Tabela 1. Caracterizagdo dos subcultivos originados do plaqueamento das 2 culturas recuperadas para elucidacdo da

identificac8o das espécies do género Mycobacterium.

Espécime CulturasN=21
biol6gico
Subcultivos com dois tipos de colénias Subcultivos com um tipo de coldnia
N=11 N=10
L.Acromdgena L.Pigmentada Rugosa L.Acromdgena L.Pigmentada Rugosa
Escarro N=11 N=2 N=7 N=6 N=1 N=1
(12,3,7,911,12, (3a,11a)* (1a,2a,7a9a, (6,8,10,15, (2)* 4
13,18,19a/b)* 12a,133,18a)* 16,20)*
Ganglio N=1 - N=1 N=1 - -
O (5a)* 4y
Sangue - - - N=1 - -
@7y

L=lisa,N= numero,*=identificador dos subcultivos em placas
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crescimento mais rapido podem prejudicar a recuperacéo de
outros com caracteristicas mais lentas por consumo de
nutrientes.

O método de PRA foi importante para identificar as
espéciesM. avium, M. intracellulare e M. abcessus anteriormente
relatadas respectivamente como complexos M. avium e M.
chelonae e definir os padrdes das espécies M. avium | ell e M.
gordonae | eV . Foi também importante paraaidentificagéo do
subcultivo 3a como M. triviale anteriormente relatado como
micobactéria de crescimento lento escotocromégena.

CONCLUSAO

O tempo de crescimento lento das micobactérias
inviabiliza o plagueamento de todas as culturas pois este
procedimento acarretariademoranaliberacdo do resultado final
dos testes, além de representar gastos excessivos em &reas
endémicas, geralmente com escassos recursos econdémicos.

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

RECOMENDACOES

1 Semear em placas aquelas culturas com caracteristicas de
culturas mistas quando:

e 0 exame microscopico dos bacilosdlcool-acido resistentes
mostrar mais de um tipo morfol 6gico

e 0 exame macroscopico das culturas evidenciar mais de
um tipo de col6nia

¢ 0s resultados dos testes fenotipicos forem aberrantes

e 0 crescimento no meio de LJ for sugestivo de
M.tuberculosis e no meio de LJcom 500 ug/ml de écido
p-nitrobenzoico for sugestivo de micobactérias néao
tubercul osas.

2. Quando no crescimento em placasforem observadas coldnias
de um s0 aspecto, é importante a reincubacdo por periodos
maislongos, para que haja possibilidade do crescimento de
outras cujo desenvolvimento seja mais lento.
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