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ARTICULO ORIGINAL

Bacterias anaerobias aisladas en muestras clinicas de un hospital de adultos

de Chaco, Argentina
Anaerobic bacteria isolated from clinical samples from an adult hospital in Chaco, Argentina
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Resumen

Introduccién: Las bacterias anaerobias ocupan diferentes nichos ecolégicos y regulan la respuesta in-
mune innata del huésped; sin embargo, algunas de ellas se consideran patégenos oportunistas, ya que
pueden invadir y producir dafio. Objetivo: Determinar la prevalencia de bacterias anaerobias en mues-
tras clinicas de pacientes internados y ambulatorios en el Hospital (de adultos]) “Dr. Julio C. Perrando”
de la ciudad de Resistencia (Chaco, Argentina) durante el periodo de abril del 2017 a agosto del 2018.
Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo y, a la vez, experimental y pros-
pectivo identificando muestras enviadas para cultivo en anaerobiosis. Resultados: Se analizaron 419
muestras provenientes de los diferentes servicios del nosocomio. En 46 de ellas (11%), se determind la
presencia de microorganismos anaerobios; predominaron las muestras de pacientes de sexo femenino
(88 %) tomadas de cavidades uterinas (33 %) y heridas quirdrgicas (23 %) y provenientes de la sala de
ginecologia (66 %). Soloun 7 % de las coloraciones de Gram fue compatible con bacterias anaerobias y 13
% tuvo cultivo bacteriolégico positivo; de estas Ultimas, el 86 % correspondid a bacterias estrictamente
anaerobias. EI género aislado con mayor frecuencia fue Prevotella spp. (56 %), predominantemente a
partir de muestras ginecolégicas (66 %). Conclusion: En este estudio, se reveld una prevalencia del 11 %
de bacterias anaerobias en muestras clinicas de uno de los principales hospitales publicos del nordeste
de Argentina; se destaca Prevotella spp. como patégeno oportunista que debe considerarse para adaptar
el tratamiento empirico al perfil epidemioldgico local.

Palabras clave: infeccidn, anaerobios, Prevotella, vigilancia epidemiolégica.
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Introduction: Anaerobic bacteria occupy different ecological niches and regulate the innate immune re-
sponse of the host; however, some of them are considered opportunistic pathogens as they can invade
and cause damage. Objective: To determine the prevalence of anaerobic bacteria in clinical samples from
both hospitalized and ambulatory patients at the Dr. J.C. Perrando Hospital, located in the city of Resis-
tencia (Chaco, Argentina), during the period April 2017 - August 2018. Materials and methods: A retro-
spective observational and prospective experimental study was carried out, identifying samples sent for
culture in anaerobiosis. Results: Four hundred and nineteen samples from different services of this hospi-
tal were analyzed. The presence of anaerobic microorganisms was determined in forty-six of them (11%),
predominantly female patient samples (88%), taken from uterine cavities (33%) and surgical wounds
(23%), and from the gynecology room (66%]. Only 7% of the Gram stains were compatible with anaerobes
and 13% yielded positive bacterial cultures; of the latter, 86% corresponded to strictly anaerobic bacteria.
The genus most frequently isolated was Prevotella spp. (56%), predominantly from gynecological sam-
ples (66%). Conclusion: This study revealed an eleven percent prevalence of anaerobic bacteria in clinical
samples from one of the main public hospitals in northeastern Argentina, and Prevotella spp. highlighted
as an opportunistic pathogen to be considered to adapt empirical treatment to the local epidemiological
profile.

Key words: Infection; Anaerobes; Prevotella; Epidemiological surveillance.
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Introduccién

En el dmbito mundial, las bacterias anaerobias son
consideradas como verdaderos patdgenos en numerosas
infecciones graves, sin embargo, en pocas oportunidades,
se realizan pruebas de identificacion y susceptibilidad anti-
bidtica de aislamientos en laboratorios de rutinal. Las infec-
ciones por bacterias anaerobias son, en general, endégenas
y pocas veces, de origen exdgeno. La mayoria se desarrolla
cerca de las mucosas (orofaringe, piel, intestino y tracto
genital femenino)3, donde los anaerobios predominan como
parte de la microbiota habitual. Las bacterias anaerobias
son aquellas que solo pueden desarrollarse en ausencia de
oxigeno (<0,5 %) y bajo condiciones de potenciales redox
muy reducidas. Si bien la mayoria de las especies anae-
robias que habitan la piel y mucosas del cuerpo humano
sobreviven bajo condiciones estrictas de anaerobiosis, los
anaerobios que producen infecciones con mayor frecuen-
cia en humanos son generalmente aerotolerantes, es decir,
que pueden tolerar un 2 a 8 % de oxigeno (ej. Bacteroides
fragilis, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum).
Esta condicién les permite sobrevivir por un tiempo en pre-
sencia de oxigeno, pero no pueden replicarse®.

La superficie mucosa y epitelial del cuerpo humano esta
colonizada por bacterias anaerobias en distinta concen-
tracién, segun el lugar de colonizacién, desde 103 UFC/g
en la piel a 10113 UFC/g en la materia fecal. La relacién
aerobio - anaerobio es variable segun la localizacién, por
ejemplo, 103:1 enla piely 1:10% en el colon®. Las bacterias
anaerobias colonizan la cavidad oral, el tracto gastrointes-
tinal, la vagina y el tracto genitourinario®.

En Argentina, el primer consenso para el estudio de la
sensibilidad in vitro a los antimicrobianos de bacterias
anaerobias de importancia clinica en humanos se llevé a
cabo en Buenos Aires hacia finales de 2011. Son varios los
géneros relacionados con infecciones en humanos®* y,
con el correr del tiempo, van surgiendo nuevas especies y
modificaciones en la nomenclatura de estas bacterias. Por
medio de la identificacién genotipica como procedimien-
to complementario o alternativo, se consigue una mayor
rapidez y precision en la identificacién de algunas bacte-
rias. Sin embargo, no todos los laboratorios cuentan con
la identificacion por métodos moleculares y, en algunos
casos, estos no son necesarios porque se logra una iden-
tificacién confiable y rapida con los métodos fenotipicos.
Es por ello que, en la actualidad, se continla realizando la
identificacién de los aislamientos clinicos por medio del
estudio de caracteristicas microscdpicas, macroscépicas
y fenotipicas®.

Considerando que es importante avanzar en el entendi-
miento de la epidemiologia local de bacterias anaerobias,
este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia
de bacterias anaerobias en muestras clinicas de pacien-
tes internados y ambulatorios en el Hospital “Dr. Julio C.
Perrando” de la ciudad de Resistencia (Chaco, Argentina)
durante el periodo de abril de 2017 a agosto de 2018.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio observacional, retro-prospectivo.
Se analiz6 |a base de datos del Servicio de Microbiologia del
Hospital “Dr. Julio C. Perrando” para identificar las muestras
de pacientes adultos con sospecha clinica de infeccién por
bacterias anaerobias y/o mixta, enviadas para cultivo en
anaerobiosis, desde abril de 2017 hasta mayo de 2018.

Entre junio de 2018 y agosto del mismo afio, se recolec-
taron muestras que fueron tomadas en las distintas salas
(Ginecologia, Guardia y Emergencia, Clinica Médica, Odonto-
logia, Consultorios Externos y Traumatologia) del hospital y
derivadas al Servicio de Microbiologia en frascos de anae-
robiosis (caldo de tioglicolato sin indicador, suplementado
con vitamina K1, hemina y C02) para su posterior estudio.
Se utilizaron medios de cultivo selectivos y no selectivos:
agar Brucella suplementado con hemina y vitamina K1 mas
el agregado de gentamicina o amicacina (BRU c/ATB] para
inhibir el desarrollo de microorganismos anaerobios faculta-
tivos y agar Brucella suplementado con hemina y vitamina
K1, perosin el agregado de antibidticos (BRU s/ATB], para el
aislamiento de las diversas colonias e identificacion de las
mismas, respectivamente. También se usé un medio liquido
para reserva, que se suministré al médico para que directa-
mente hiciera latoma de muestra. Para la confirmacion del
caracter anaerobio y la tolerancia al oxigeno de las distintas
colonias estudiadas, se utilizé agar chocolate incubado en
aerobiosis (la ausencia de desarrollo en estas placas confir-
ma que se trata de una bacteria anaerobia).

Para el procesamiento de las muestras, se verificé que
hubieran sido remitidas al laboratorio en frascos de anaero-
biosis y sembradas en BRU C/ATB recientemente preparado
y en agar chocolate. Luego, se realizé la coloracién de Gram
tomada directamente del frasco de anaerobiosis y se ob-
servo en el microscopio. Esto permitié sospechar una mor-
fologia compatible con anaerobios y orientar el tratamiento
empirico.

Las placas de BRU C/ATB sembradas se colocaron en
una jarra con generadores comerciales de anaerobiosis
(GENbag anaer, bioMérieux SA}, se incubaron a 37°C du-
rante un minimo de 48 h y un maximo de 7 dias. Las placas
de agar chocolate sembradas se incubaron en aerobiosis a
37°C, solo para control aerébico. Transcurrido el tiempo de
incubacién, se observaron las placas de lajarra, se realizé la
descripcion macroscdpica de cada colonia (tamafio, forma,
bordes, color, opacidad y alguna otra caracteristica impor-
tante como pitting, pigmento o hemdlisis] y la coloracién
de Gram para luego observarlas microscépicamente con ob-
jetivo de 100x.También se realizé incubacién anaerobia de
subcultivos de cada colonia en BRU S/ATB pararealizar prue-
bas rapidas de identificacion. En estas placas, se colocaron
discos de vancomicina (5 pg], colistina (10 pg), kanamicina
(1000 pg]) y bilis al 20 %. Para los cocos Gram positivos se
agregd la prueba de sensibilidad al polianetol sulfonato de
sodio (PSS, disco con 1000 pg). A cada colonia, también se
le realizd la prueba de catalasa, indol, nitrato y esculina para
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poder entrar a las tablas de identifica-
cién con base en el perfil de discos
obtenidos y resultados de las pruebas
répidas®, ala vez que se llevd a cabo la
confirmacién del caracter anaerobio y
la tolerancia al oxigeno sembrandolas
en agar chocolate. Las placas fueron
incubadas a 37°C en aerobiosis.

Se us6 una base de datos anonimi-
zada para el andlisis de los datos pros-
pectivos y retrospectivos. Las frecuen-
cias de las categorias de las variables
se compararon y clasificaron mediante
la prueba de 2y posthoc de los resi-
duos ajustados ( =0.05), utilizando el
lenguaje R (version 4.2.0) y el paquete
Tidyverse (version 1.3.1).

Resultados

De las 419 muestras analizadas (es-
tudio retrospectivo n = 358 y prospec-
tivo n = 61), en 46 de ellas (11 %), se
determiné la presencia de microorga-
nismos estrictamente anaerobios. Enla
Figura 1, se muestran los resultados de
las muestras analizadas discriminando
por sexo, sala, tipo de muestra, resulta-
do de la coloracién de Gram, tipo de ais-
lamiento y microorganismos aislados.

En este estudio, se encontré que el
mayor porcentaje de muestras anali-
zadas pertenece a pacientes del sexo
femenino (88 %) (Figura 1A}, deriva
de la sala de ginecologia (66 %) (Fi-
gura 1B] y corresponde a cavidades
uterinas (33 %) y heridas quirdrgicas
(23 %) (Figura 1C). En este estudio,
también se muestra que solo el 7 % de
las muestras analizadas resulté com-
patible con microorganismos anaero-
bios al realizar la coloracién de Gram
(Figura 1D).

De las 419 muestras recibidas, 56
(13 %) tuvieron cultivo bacterioldgico
positivo, de las cuales, 48 (86 %) co-
rrespondieron a aislamientos de anae-
robios estrictos (Figura 1E), y el géne-
ro aislado mas frecuente fue Prevotella
spp. 35 (56 %) (Figura 1F).

En la Tabla |, se muestra la catego-
rizacién de los aislados bacterianos
segun la muestra de origen; Prevotella
spp fue el aislamiento mas frecuente,
principalmente recuperado a partir de
muestras ginecoldgicas (66 %).
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Figura 1. Caracteristicas epidemioldgicas y bacterias aisladas en muestras (n =419)
de pacientes con sospecha clinica de infeccién por bacterias anaerobias .
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» Distribucidn segin: A) Sexo; B) Sala; C) Tipo de muestra; D) Resultado del Gram; E) Tipo de aisla-
miento; F) Microorganismo aislado. Arriba de cada grafico de barras circular, se indica la frecuen-
cia de cada categoria. El aumento significativo de la frecuencia se indica con el cambio de color de
los graficos de barras circulares. Fuente: para el estudio retrospectivo (n=358), se usaron datos
obtenidos a partir del sistema operativo BD EpiCenter™. Gl, Ginecologia (Maternidad preparto, To-
coginecologia, Maternidad alto riesgo); CE, Consultorio externo; 0D, Odontologia; S/, sin especi-
ficar; GDIA, Guardia y Emergencia; CM, Clinica médica; C, Cirugia; T, Traumatologia; UTI, Unidad de
terapia intensiva; LCR, liquido cefalorraquideo; Mtra, muestra; Abs, absceso; c/c, compatible con;
anaerobios, microorganismos anaerobios estrictos; aerotolerantes, microorganismos aerotole-

rantes; flora mixta, anaerobios y aerotolerantes.

Discusidn

Las bacterias anaerobias poseen
un rol importante en la mayoria de las
infecciones en humanos y su identifi-
cacion ha sido un gran desafio para los
laboratorios. Con el presente trabajo,
se pretendi6 realizar un aporte a la epi-
demiologia nacional y, en especial, ala
regional, de este grupo heterogéneo de
microorganismos.

Las superficies mucosas y el epite-
lio del cuerpo humano estan coloniza-
dos por bacterias anaerobias. Alli las
lesiones tisulares asociadas a trau-
matismos o cirugias, la alteracién de
la irrigacién sanguinea, la obstruccién
de una viscera hueca (vias aéreas,
tubo digestivo, vias biliares) o la pre-
sencia de un cuerpo extrafio favorecen
la creacién de un ambiente apropiado
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para que bacterias que no requieren de oxigeno para su de-
sarrollo se puedan reproducir e invadir?. Esto explica en gran
medida el predominio observado en las diferentes muestras
del presente estudio.

El procesamiento inicial de las muestras para el estudio
de anaerobios sigue los principios generales para la investi-
gacion de muestras en microbiologfa. El origen de la mues-
tra sumado a la observacidn directa macroscépica y micros-
copica puede orientar sobre la presencia de anaerobios, lo
cual es primordial para instaurar un tratamiento antibiético
empirico.

En este trabajo, las coloraciones de Gram compatibles
con biota anaerobia no fueron numerosas, lo cual puede
explicarse por el hecho de que no siempre los microorganis-
mos aerobios y anaerobios son distinguibles por la morfolo-
gia que se presenta en el Gram?. Sin embargo, es importan-
te informar en la coloracién de Gram compatible con biota
anaerobia, cuando se observan gérmenes que sugieren tal
situacion, ya que los tiempos de cultivo prolongados para
estos microorganismos hacen inviable esperar estos re-
sultados para tomar una determinacién terapéutica. Esta
coloracién permite sospechar la presencia de reaccién in-
flamatoria, orientar el tratamiento empirico y evaluar la cali-
dad del procedimiento, ya que la no recuperacién de los mi-
croorganismos observados en la microscopia podria indicar
una falla en algunos pasos del procesamiento (muestreo,
transporte, técnica de siembra) o que el paciente hubiese
recibido antibiéticos®. No obstante, es necesario realizar los
cultivos, dado que, en ocasiones, se pueden encontrar paté-
genos Unicos no predecibles que conduzcan a cambiar la te-
rapia antibidtica, por lo que informar bacterias clinicamente
relevantes especificando grandes grupos o identificacién
en el nivel de género, por ej., Bacteroides spp.; Clostridium
spp; Fusobacterium spp, y realizar pruebas de sensibilidad,
cuando corresponda (aislamientos Unicos, o de infecciones
severas como osteomielitis, bacteriemias, endoftalmitis],
resultan procedimientos necesarios para el diagndstico,

seguimiento y tratamiento de la infeccién?.

Reforzando la importancia de los cultivos de los microor-
ganismos emergentes, en este trabajo, se encontré un ele-
vado porcentaje de bacterias anaerobias aisladas, lo cual
difiere de otros estudios similares®®, y estas variaciones
podrian deberse no solo a los diferentes procedimientos de
aislamiento, sino también a los diferentes tipos de mues-
tras consideradas.

En este estudio, se encontré que el mayor porcentaje
de muestras analizadas pertenece a pacientes del sexo
femenino, deriva de la sala de ginecologia y corresponde a
cavidades uterinas y heridas quirdrgicas. Esto podria expli-
carse debido a que dicho hospital cuenta con un Servicio
de Tocoginecologia preparado para realizar los controles
postoperatorios de cirugias ginecolégicas, donde se toman
diferentes muestras para sus cultivos, mientras que las
demas salas remiten a sus pacientes para controles posto-
peratorios a sus centros de referencia (centros de salud u
hospitales zonales).

Lo anteriormente expuesto también puede justificar que
Prevotella spp. haya sido el género aislado mas frecuente
en este estudio, lo cual difiere de otros trabajos, donde se
encontré una menor frecuencia que la observada aqui®®.
Esta diferencia podria ser atribuida a los métodos y medios
utilizados, el tamafio y origen muestral, el periodo del estu-
dio, la regién geografica y la presién antibidtica.

La terapia antibidtica es casi exclusivamente empirica
debido a las inherentes técnicas de cultivo en condiciones
anaerébicas y, fundamentalmente, al prolongado tiempo de
emision de los informes microbiolégicos'®!. En las infec-
ciones graves, siempre se debe pensar en la participacién
de bacterias anaerobias. Por esta razén, aunque no se rea-
lice cultivo o no se aislen anaerobios, el tratamiento debe
dirigirse a cubrir aerobios y también anaerobios?. En la ma-
yoria de las situaciones clinicas, es suficiente con arribar a
la identificacion del género o grupo bacteriano y, en otras,
es necesario llegar a la identificacién de la especie como,

Tablal. Agente etiolégico recuperado segun la muestra de origen.

Origen

Microorganismos ginecolégico abdominal de cabezay cuello sangre

n n n n
Prevotella spp. 23 4 I 0
Bacteroides fragilis 5 1 0 1
Peptostreptococcus spp. 2 0 1 1
Bacteroides spp. 0 0 2 0
Clostridium perfringens 1 0 0 1
Fusobacterium spp. 1 0 1 0
Actinomyces spp. 1 0 0 0
Lactobacillus spp. 1 0 0 0
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por ejemplo, la categorizacion taxondmica para realizar vigi-
lancia epidemioldgica. Esta informacion es de utilidad para
la eleccién del tratamiento a implementar y para dilucidar el
origen de la infeccion®.

En el Hospital “Dr. Julio C. Perrando”, los tratamientos
empiricos que se utilizan para combatir las infecciones por
bacterias anaerobias son ampicilina - sulbactam, metroni-
dazoly clindamicina, dependiendo del sitio de infeccién, se-
gun las recomendaciones de la Sociedad Argentina de Infec-
tologiatl. El cultivo de bacterias anaerobias no es un evento
rutinario, sino que responde a objetivos epidemiolégicos y
clinicos especificos. Se recomienda realizar la vigilancia en
forma periddica, institucional y multicéntrica, con alcance
local y regional, a fin de conocer los microorganismos emer-
gentes y eventualmente modificar los esquemas terapéuti-
cos empiricos evaluando nuevos agentes antimicrobianos.
De acuerdo con el género aislado con mayor frecuencia se-
gun su muestra de origen, la sensibilidad antibidtica de Pre-
votella spp. publicada por Legaria y col.4, que coincide con
el tratamiento empirico utilizado en el centro en cuestidn,
puede cubrir al género mas prevalente.

Por otro lado, la vigilancia antibiética mundial mues-
tra que la resistencia a los antibidticos entre las bacterias
anaerobias es creciente!? y, por tal motivo, de acuerdo con
las recomendaciones generales del Clinical and Laboratory
Standars Institute (CLSI)!3, es necesario realizar vigilancias
en los dmbitos hospitalario y nacional para controlar la re-
sistencia a los antibiéticos entre los microorganismos anae-
robios. Las bacterias anaerobias cumplen un rol importante
en las infecciones e intoxicaciones de los seres humanos,
por lo que es importante conocer la prevalencia de los dife-
rentes microorganismos involucrados en cada poblacién.

Los resultados de este estudio proporcionan informacion
que permite orientar la toma de decisiones referidas a tra-
tamientos empiricos. La articulacién de los conocimientos
y comprension de dichas bacterias, en especial, lo relacio-
nado con su prevencion y tratamiento es un proceso conti-
nuo que debe adaptarse a cada contexto particular y a las
nuevas realidades del sistema de salud. Es fundamental co-
nocer datos epidemioldgicos en el ambito regional y nacio-
nal que sustenten las bases para estudios multicéntricos y
promover la salud. Estos resultados podrian ser analizados
y considerados en las diferentes salas de los servicios de
los hospitales y centros de salud para mejorar o cambiar
medidas sanitarias, cuando sea necesario, disminuyendo la
morbimortalidad, dias de internacién, costos y resistencia
antimicrobiana.

Apesarde que, por cuestiones presupuestarias, no se lle-
g6 a laidentificacidn de especies, este trabajo brinda un pa-
norama inicial sobre la prevalencia de anaerobios en uno de
los principales hospitales del NEA argentino, donde Prevote-
lla spp. fue el género de mayor prevalencia aislado. Ademas,
sirve de base para orientar futuras investigaciones, susten-
tar politicas de vigilancia epidemiolégica e instaurar guias
locales de prevencidn, diagndstico y tratamiento.
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