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RESUMO

Introducdo: A maioria das infeccbes anaerdbias é de origem enddgena e
polimicrobiana, sendo mais frequente em abscessos fechados devido a reduzida
tensdo de oxigénio e ao baixo potencial de oxirreducao. Objetivos: O objetivo deste
trabalho foi isolar e identificar os principais patégenos anaerobios encontrados em
108 culturas, provenientes de pacientes internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, na cidade de Curitiba, no periodo de 2002 a 2010.
Materiais e métodos: Em 408 espécimes clinicas analisadas, 108 (26,5%) foram
isoladas bactérias anaerébias. A identificacdo de género e espécie foi realizada
através de provas bioquimicas e caracteristicas fisiologicas de crescimento.
Resultados: A maioria das amostras (65,7%) apresentou cultivo com bactérias
anaerobias e facultativas e o restante (34,3%), apenas anaerébios. A amostra clinica
gue apresentou maior positividade foi secrecdo de abscesso (41,7%), seguida de
secrecédo (20,4%), liquidos cavitarios (17,6%), sangue (16,7%), biopsia (1,8%) e bile
(1,8%). Das 139 bactérias anaerObias as mais encontradas foram do grupo
Bacteroides fragilis (60,4%), seguidas de Peptostreptococcus spp (13,7%),
Clostridium perfringens (8,6%), Bacteroides spp (5,8%), Clostridium spp (5,0%),
Bacilos Gram-negativos pigmentados (Porphyromonas e Prevotella) (2,9%), Bacilos
Gram-positivos nédo esporulados (Propionibacterium acnes, Bifidobacterium,
Eubacterium) (2,2%) e Fusobacterium spp (1,4%). Conclusdes: Esses achados
demonstram que as bactérias anaerdbias estdo implicadas em varios processos
infecciosos e sua identificacéo, apesar de pouco empregada em laboratorios clinicos,
muitas vezes representa uma etapa decisiva na realizacdo de um diagnostico de
gualidade.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias anaerObias, infeccdo polimicrobiana, Bacteroides
fragilis.



ABSTRACT

Introduction: Most anaerobic infections are endogenous and polymicrobial. They are
more frequently found in closed abscesses due to their reduced oxygen tension and
low redox potential. Objective: The aim of the present study was to isolate and
identify the main anaerobic pathogens found in 108 cultures from inpatients of the
University Hospital of the Federal University of Parana, in Curitiba-Brazil, from 2002 to
2010. Material and method: Anaerobic bacteria were isolated in 108 out of the 408
clinical samples analyzed (26.5%). Genus and species identification was performed by
biochemical tests and physiological characteristics of growth. Results: Most samples
(65.7%) had cultures with anaerobic and facultative bacteria, and the remainder
(34.3%) only anaerobes. The clinical sample showing the highest positivity was
abscess secretion (41.7%) followed by secretion (20.4%), body fluid (17.6%), blood
(16.7%), biopsy (1.8%), and bile (1.8%). Out of the 139 anaerobic bacteria, the most
frequently detected were those from the Bacteroides fragilis group (60.4%), followed
by Peptostreptococcus spp (13.7%), Clostridium perfringens (8.6%), Bacteroides spp
(5.8%), Clostridium spp (5.0%), pigmented Gram-negative rods (Prevotella and
Porphyromonas) (2.9%), non-sporulated Gram-positive rods (Propionibacterium
acnes, Bifidobacterium, Eubacterium) (2.2%), and Fusobacterium spp (1.4%).
Conclusions: These findings demonstrate that anaerobic bacteria are involved in
various infectious processes and that their identification, though not widely used in
clinical laboratories, often constitutes a decisive stage in achieving a good quality
diagnosis.

KEY WORDS: Anaerobic bacteria; polymicrobial infection; Bacteroides fragilis.
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1 INTRODUCAO

Na pratica laboratorial, bactérias anaerdbias sdo definidas como sendo
microrganismos que requerem uma reduzida tensdo de oxigénio para seu
crescimento e ndao se desenvolvem na superficie de meios de cultura em atmosfera
aerdbia normal. O termo anaerébio tem sido definido por diferentes autores com base
na quantidade de oxigénio que as bactérias podem suportar. Bactérias anaerdbias
estritas ndo apresentam crescimento na superficie de dgar em atmosfera contendo
mais de 0,5% de oxigénio. Bactérias anaerobias moderadas toleram niveis de
oxigénio entre 2 a 8% .

As bactérias anaerobias séo isoladas de todos os sitios anatébmicos do corpo
humano onde existe microbiota normal, formando complexos sistemas ecoldgicos,
juntamente com outros tipos respiratérios bacterianos. A maioria das infeccdes por
bactérias anaerobias é geralmente de origem enddgena e polimicrobiana, sendo que
0 numero de isolados pode ser de cinco a dez organismos nO MesSMO Processo
infeccioso 4.

As infeccbes anaerdbias geralmente sdo causadas por bactérias anaerdbias
moderadas, sendo que 0s principais patdgenos isolados pertencem aos géneros
Bacteroides, Clostridium, Peptostreptococcus, Fusobacterium entre outros @. O
tratamento dessas infec¢cdes deve levar em consideragdo o crescimento bacteriano
lento e fastidioso, a natureza polimicrobiana e as elevadas taxas de resisténcia a
antimicrobianos. A terapia antimicrobiana empregada é principalmente empirica e
baseada em dados obtidos através de estudos epidemiolégicos multicéntricos (%)

Devido a complexidade dos processos de isolamento e identificacdo das
bactérias anaerdbias, nem todos os laboratérios pesquisam rotineiramente esses
organismos. Deste modo, a ocorréncia de bactérias anaerdbias em materiais clinicos,

frequentemente é subestimada e os dados epidemiolégicos sdo escassos.



2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo analisar a ocorréncia de bactérias anaerdbias
em diferentes processos infecciosos provenientes de pacientes internados do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR) em Curitiba- PR, Brasil,
durante o periodo de 2002 a 2010.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras clinicas

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Clinica do Hospital de Clinicas da UFPR com o registro CEP 2346.240/2010-10.
Foram analisadas 408 amostras clinicas provenientes de pacientes atendidos nos
periodo de 2002 a 2010. Espécimes clinicos provenientes de abscessos foram
coletados através de técnica cirdrgica, ou por puncdo asseéptica, e enviadas ao
laboratério em meio de transporte tipo Amies (Newprov, Curitiba, PR-Brasil).
Amostras de sangue foram semeadas em frasco de hemocultura e incubadas em
aparelho automatizado Bact-ALERT® (bioMeriéuex, Franca). Amostras solidas foram

obtidas por bidpsia e enviadas ao laboratério em frasco estéril dentro de 30 minutos.

3.2 Processamento inicial

O exame direto das amostras foi realizado através da coloragdo de Gram, o
gue permitiu a avaliacao das caracteristicas morfotintoriais da microbiota presente no

material.



3.3 Meios de cultura

As amostras foram semeadas para pesquisa de bactérias anaerébias-
facultativas em agar sangue (5% de hemécias carneiro), agar MacConkey e agar
chocolate. Para recuperacdo da maioria das bactérias anaerdbias, utilizou-se o agar
sangue infuso de cérebro e coracdo suplementado (Brain Heart Infusion
Supplemented — BHIS). O agar sangue alcool fenil etilico suplementado (Phenylethyl
Alcohol Agar — PEA) foi utilizado com o propdsito de selecionar as bactérias
anaerobias Gram-positivas e inibir o crescimento invasivo de cepas de Proteus spp.
Para isolamento de membros do grupo B. fragilis foi utilizado o agar Bacteroides Bile
Esculina (BBE), contendo gentamicina 0,1 mg/mL “®. Os meios de cultura para
pesquisa de anaerobios foram suplementados com hemina (5 pg/mL) e menadiona
(10 pg/mL para meios solidos e 0,1 pg/mL para meios liquidos). Antes da inoculacao,
os meios foram mantidos em atmosfera anaerdbia, por um periodo de duas horas. As
amostras liquidas, como liquido pleural, ascitico, pericardico e outros, quando
coletadas em volume suficiente, foram semeadas na propor¢ao 1:10 em frascos para
hemocultura, contendo 45 mL de caldo soja tripticaseina. Volumes menores foram
inoculados em tubos contendo 5 mL de caldo tioglicolato suplementado e repicados

para meios solidos apos 48 horas de incubacéo.

3.4 Condicbes de incubacéo

A temperatura de incubacéo estabelecida para os materiais clinicos analisados
foi 35°C e o periodo de incubacdo de 24 a 48 horas para recuperacdo de bactérias
anaerobias facultativas e até cinco dias para anaerobios. O agar MacConkey e o agar
sangue foram incubados em atmosfera de aerobiose, enquanto que o agar chocolate
foi incubado em atmosfera com 5 a 10% de gas carbonico. Os meios de cultivo para
anaerobios foram incubados em jarra bacteriologica. A atmosfera de anaerobiose foi
obtida no interior da jarra pela introducdo da mistura gasosa constituida de 80-85% de
nitrogénio, 5-10% de gas carbdnico e 5-10% de hidrogénio, apds duas lavagens
prévias com nitrogénio, empregando paladium como catalisador da reagéo @ 0o

controle da atmosfera anaerébia foi monitorado pelo emprego de 1g de uma mistura



contendo bicarbonato de sédio (NaH,COg) - 22,6 g; glicose - 2,5 g; e azul de metileno
-1 mg, dissolvidos em 5 mL de &gua. O azul de metileno em estado reduzido
apresenta-se incolor e quando oxidado permanece azul ©. O repique de cepa-
controle B. fragilis ATCC 25285 garantiu o controle total das condi¢cbes anaerdbias
obtidas dentro da jarra de cultivo.

3.5 Identificacdo bacteriana

As culturas que apresentaram crescimento bacteriano em anaerobiose foram
testadas quanto a aerotolerancia para determinacao do tipo respiratorio. Para cada
tipo morfologico de coldnia bacteriana foi realizada uma coloragéo de Gram e o teste
de aerotolerancia, que consiste no subcultivo da colbénia em uma placa de BHIS-
suplementado incubada em anaerobiose e duas placas de agar sangue incubadas em
aerobiose e microaerofilia, respectivamente. As placas foram incubadas a 35°C
durante 48 horas. As bactérias que se desenvolveram unicamente em anaerobiose
foram classificadas como anaerdbias obrigatérias *2.

Apenas as bactérias que cresceram em anaerobiose foram incluidas neste
trabalho. A identificacdo do género e espécie foi realizada através de provas
bioquimicas e caracteristicas fisioldgicas de crescimento.

A identificacdo presuntiva de bacilos Gram-negativos anaerobios utilizou como
parametro inicial o desenvolvimento de colbnias pretas no agar BBE, que caracteriza
0 grupo Bacteroides fragilis, indicando hidrolise da esculina e resisténcia a bile. A
auséncia de crescimento em BBE (inibidos pela bile), desenvolvimento de colbnias
com fluorescéncia vermelho tijolo (UV-366 nm) ou producdo de pigmento preto em
agar sangue suplementado apos 4 a 5 dias de incubacdo anaerobia, caracterizou os
bacilos Gram-negativos produtores de pigmento (géneros Prevotella e
Porphyromonas). Bacilos Gram-negativos anaerébios sensiveis a bile e sem pigmento
foram caracterizados como Bacteroides spp e 0S que possuiam caracteristicas
morfotintoriais como bacilos fusiformes foram presuntivamente identificados como
Fusobacterium spp. Cocos Gram-positivos anaerébios foram primeiramente
caracterizados como pertencentes ao género Peptostreptococcus e a identificacdo ao

nivel de espécie foi baseada nas reacdes de indol e nitrato. Bacilos Gram-positivos
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anaerobios esporulados foram caracterizados como Clostridium perfringens
baseando-se na reacgio positiva para lecitinase em agar gema de ovo (Egg Yolk Agar)
e presenca de dupla zona de hemodlise em agar sangue suplementado. Cepas de
bacilos Gram-positivos anaerdbios esporulados que ndo apresentaram essas
caracteristicas foram identificados apenas ao nivel de género como Clostridium spp..
Entre os bacilos Gram-positivos anaerdbios ndo-esporulados, somente
Propionibacterium acnes pode ser identificado presuntivamente, em base nas reacdes
de indol, nitrato e catalase 29,

A partir de 2010, algumas cepas de bactérias anaerdbias foram confirmadas

pelo sistema automatizado Vitek-2, através do cartdo ANC (bioMeriéux — Franca) ",

4 RESULTADOS

Nas 408 amostras clinicas analisadas foram isoladas bactérias anaerdobias em
108 delas, correspondendo a 26,5% de positividade. Em 65,7% (n=71) dessas
culturas foram isolados simultaneamente bactérias anaerobias facultativas e
anaerobias obrigatérias, caracterizando infecgdes polimicrobianas mistas. Em 34,3%
(n=37) dos processos infecciosos foram isoladas apenas bactérias anaerobias, sendo
gue dessas, 26,9% (n=29) foram infeccdes monomicrobianas e 7,4% (n=8) infeccdes
anaerobias mistas (FIGURA 1).
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7,4%

m Amostras com bactérias anaerdbias facultativas e anaerdbias obrigatérias
Amostras com apenas uma bactéria anaerobia obrigatéria

= Amostras com mais de uma bactéria anaerobia obrigatéria

Figura 1 — Ocorréncia de diferentes tipos respiratorios bacterianos em processos
infecciosos, incluindo bactérias anaerébias facultativas e anaerdbias obrigatorias, em
108 amostras clinicas provenientes de pacientes do Hospital de Clinicas da UFPR de
Curitiba-PR

Nas 108 amostras analisadas a maior positividade para bactérias anaerébias
foi encontrada em aspirado de abscessos (41,7%, n=45), seguido de secrecdes
(20,4%, n=22), liquidos cavitarios diversos (17,6%, n=19), sangue (16,7%, n=18),
material de bidpsia (1,8%, n=2) e bile (1,8%, n=2). Nessas amostras clinicas foram
identificadas 139 cepas bacterianas, resultando uma ocorréncia de 1,3 bactérias

anaerobias por amostra (Tabela 1).



12

TABELA 1 - Relagdo entre as amostras clinicas (n=108) e bactérias anaerdbias
(n=139) isoladas de pacientes do Hospital de Clinicas da UFPR de Curitiba-PR

Amostras Isolamentos /
Amostra N Cepas Isoladas

Positivas Amostras
Abscessos 41,7% (n=45) 56 1,2
Secrecoes 20,4% (n=22) 34 15
Liquidos
cavitarios @ 17,6% (n=19) 25 1,3
Sangue 16,7% (n=18) 18 1,0
Bidpsia 1,8% (n=2) 3 15
Bile 1,8% (n=2) 3 1,5
Total n=108 139 1,3

@liquido peritoneal, liquido pleural

A maioria dos isolados bacterianos foi constituida por bacilos Gram-negativos
gue corresponderam a 70,5% (n=98) do total, enquanto 29,5% (n=41) foram bactérias
Gram-positivas. Entre os bacilos Gram-negativos, espécies do grupo B. fragilis foram
os mais frequentes (60,4%; 84/139), seguida de Bacteroides spp (5,8%; 8/139),
bacilos Gram-negativos pigmentados dos géneros Porphyromonas e Prevotella
(2,9%; 4/139) e Fusobacterium spp (1,4%; 2/139). Cocos Gram-positivos do género
Peptostreptococcus (P. indolicus, P. assacharolyticus) corresponderam a 13,7% dos
isolados (19/139). Entre os bacilos Gram-positivos esporulados foram isolados
Clostridium perfringens (8,6%; 12/139), Clostridium spp (5,0%; 7/139). Bacilos Gram-
positivos ndo esporulados (Propionibacterium acnes, Bifidobacterium, Eubacterium)
corresponderam a 2,2% dos isolados (3/139) (Tabela 2).



13

Tabela 2 - Distribuicdo por géneros e espécies das 139 bactérias anaerdbias
isoladas de 108 amostras clinicas provenientes de pacientes do Hospital de
Clinicas da UFPR de Curitiba-PR

N° de
Grupos bacterianos isolados Percentual #
Bacilos Gram-negativos
Grupo Bacteroides fragilis 84 60,4%
Bacteroides spp 8 5,8%
BGN pigmentado ” 4 2,9%
Fusobacterium spp 2 1,4%
Total de Gram-negativos 98 70,5%
Cocos Gram-positivos
Peptostreptococcus spp 19 13,7%
Bacilos Gram-positivos esporulados
Clostridium perfringens 12 8,6%
Clostridium spp 7 5,0%
Bacilos Gram-positivos ndo esporulados °© 3 2,2%
Total de Gram-positivos 41 29,5%

2 Percentual em relacdo ao toal de espécimes analisadas; ° Porphyromonas, Prevotella;

“Propionibacterium acnes, Bifidobacterium, Eubacterium

Os materiais clinicos provenientes de abscessos proporcionaram maior
rigueza quantitativa e qualitativa de isolamentos, seguindo-se as amostras clinicas
provenientes de secrec¢des e liquidos cavitarios. Nas 18 hemoculturas positivas para
bactérias anaerodbias, foram isoladas cinco tipos de bactérias anaerdbias, incluindo

grupo B. fragilis (n=11), Clostridium perfringens (n=4) Clostridium spp (n=1),
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Peptostreptococcus spp (n=1) e Fusobacterium spp (n=1). A origem dos isolados
bacterianos e a positividade por material clinico sédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Bactérias anaerdbias isoladas de 108 amostras clinicas provenientes de
pacientes do Hospital de Clinicas da UFPR de Curitiba-PR

3 -
BGN CGP | 2BGP-Esp. ~BGP Total
nao Esp.
n Q 0 Q
> @& 8 12 g | 5¢
o © n © o (O] 7p) — 2
Espécimes = R ol g o E o=
clinicos m o © & ) = S & 89
o = k=) 2 o w LTS
2 & o g : o = 0
©) 28] - o © o [aa)
Abscessos 39 1 2 10 3 1 56
Secrecdes 14 7 1 5 2 3 2 34
Liquidos
cavitarios 16 - 1 1 2 2 3 25
Sangue 11 1 1 4 1 18
Bidpsia 2 1 3
Bile 2 1 3
Total 84 8 4 2 19 12 7 3 139

! Porphyromonas e Prevotella, “BGP-Esp.; bacilos Gram+positivos esporulados, *BGP-nao Esp. : bacios
Gram+positivos ndo esporulados.

5 DISCUSSAO

As bactérias anaerdbias sdo agentes etioldgicos classicos de infeccbes em
humanos e sua caracterizagcéo tem sido um grande desafio laboratorial.

Nas 108 amostras analisadas, 65,7% apresentaram cultivo misto,
demonstrando a caracteristica polimicrobiana das infeccdes anaerdbias. Resultados

equivalentes obtidos por outros autores atestam a associacdo sinérgica bacteriana
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existente nas infeccdes anaerébias ¢ 2%, Neste trabalho, em 34,3% dos casos houve
apenas o desenvolvimento de bactérias anaerobias, reforcando o objetivo primordial
do diagndstico definitivo em casos da presenca exclusiva de patdgenos anaerdbios
(Figura 1).

O numero de anaerébios encontrados foi superior ao nUmero de amostras
clinicas, levando a uma média de 1,3 isolados por amostra (Tabela 1). Valores
superiores foram encontrados em estudos realizados por Quesada-Gémes e
colaboradores (2008) ®® e Brook e Frazier (2000) ®, os quais obtiveram
respectivamente 2,1 e 1,7. Esta diferenca pode ser explicada devido ao tipo de
material pesquisado, pois neste trabalho foram incluidas outras amostras clinicas que
nao intra-abdominais, como por exemplo, sangue, onde usualmente se isola apenas
um patogeno.

Assim como em outros estudos ¥ as bactérias mais encontradas foram as
Gram-negativas (Tabela 2), embora Quesada-Gomes e colaboradores relatam um
maior isolamento de Gram-positivos ¢,

O microrganismo mais isolado foi do grupo B. fragilis (60,4%), o qual foi
encontrado em todos os tipos de amostras clinicas analisadas. Este fato € confirmado

por outros autores (#19

, que 0 apontam como 0 principal patégeno anaerébio de
importancia clinica. A bactéria € geralmente isolada de infeccbes de origem enddgena
e sua patogenicidade tem sido atribuida a varios determinantes de viruléncia “®®,
incluindo uma enterotoxina presente em algumas cepas, capaz de ocasionar cancer
de célon 9,

As amostras clinicas provenientes de regido abdominal apresentaram uma
variada microbiota bacteriana, com predominio de bacilos Gram-negativos do grupo
B. fragilis (dados ndo mostrados). Outros trabalhos demonstram as infeccfes intra-
abdominais como uma fonte comum de isolados anaerébios, estando geralmente
associadas a contaminacao da cavidade peritoneal por contetdo intestinal .

Os bacilos Gram-negativos pigmentados (incluidos os géneros Prevotella e
Porphyromonas) foram isolados em baixa quantidade neste trabalho (2,9%). Outros
autores citam este grupo como o menos frequente dos Gram-negativos “°. De acordo
com Hsu ™, Prevotella bivia tem sido associada & doenca inflamatéria pélvica, sendo
gue, segundo o autor, o diagnostico correto poderia evitar infec¢gdes fulminantes em

imunocomprometidos.
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O género Fusobacterium spp (1,4%) foi o menos isolado entre os Gram-
negativos, sendo apenas encontrado em liquido cavitario (liquido pleural) e sangue.

@ 20 Marti e

Trabalhos realizados por outros autores confirmam este achado
colaboradores (2008) demonstraram Fusobacterium, em associacdo com outras
bactérias, causando pericardite purulenta, uma doenca rara, mas associada a altas
taxas de mortalidade 2.

Entre os Gram-positivos mais isolados esta Peptostreptococcus spp (13,7%).
InfecgBes por essa bactéria podem ocorrer em todos os sitios anatémicos, porém sao
mais frequentes em regido de cabeca e pescoco, envolvendo a microbiota da
cavidade oral, vias aéreas superiores, ouvido e faringe. Particularmente em sinusites,
o envolvimento de bactérias anaerdbias, como Peptostreptococcus, contribui para a
cronicidade do processo inflamatério™.

Nas amostras de sangue C. perfringens (n=4) foi o segundo patdgeno mais
encontrado, demonstrando sua caracteristica invasiva como agente etiologico em
bacteriemia ©. A bactéria também esteve presente em outros materiais bioldgicos
estudados, como bile. Alguns autores relatam sua ocorréncia neste material *Y, além
de outras amostras clinicas. Outras espécies de Clostridium foram encontradas,
porém em menor quantidade (5,0%).

Neste trabalho o isolamento de P. acnes foi considerado como simples
contaminante, embora a literatura relate processos infecciosos causados por esta

bactéria 16

. Cheung et al. (2008) relatam P. acnes participando de infeccdes
polimicrobianas em pacientes submetidos a artroplastia de ombro‘ ® Segundo Nisbet

et al. (2007), P. acnes esté implicado em processos infecciosos neurocirdrgicos ?¥.
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6 CONCLUSAO

A natureza das bactérias isoladas, associada as dificuldades encontradas para
a realizacdo da metodologia de cultivo de anaerdbios, faz com que poucos
laboratérios realizem sua andlise. Acreditamos que a pesquisa de bactérias
anaerdbias em amostras clinicas € relevante para o éxito terapéutico e formacédo de

um perfil epidemioldgico.
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