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No escarro de pacientes hospitalizados com bromquile crénica foram isola-
dos microrganismos anaerobios esiritos — Fusobacterium, Veillonella, Bacteroi-
des melaninogenicus, Peptrostreptococcus, Actinomyces ou difterdides anaercbios.

Como o isolamento de anaerdbios estritos foi realizado em aliquotas da di-
luicdo 10-3 do escarro fluidificado e em 83% dos casos ndo houve isolamento
simultdneo no material do orofaringe, considera-se como de origem brénquica
0s anaerobios isolados e ndo como contaminacdo do escarro no orofaringe e ca-

vidade oral.

A bronquite croénica é doenca comum e
das mais importantes do aparelho respira-
torio. Sua etiologia é discutida, embora va-
rios microrganismos possam ser isolados da
expectoracao presente.

Exames bacterioldgicos sucessivos, do es-
carro colhido de pacientes com bronquite
cronica, tém mostrado certa variacéo qua-
litativa e/ou quantitativa de microrganis-
mos entre pacientes e em um mesmo pa-
ciente.

Embora sejam isolados, com regularida-
de, microrganismos da complexa microbio-
ta normal do orofaringe e cavidade oral, o
exame bacteriolégico do escarro é impor-
tante pela possibilidade de isolamento de
microrganismos patoegénicos ou potencial-
mente patogénicos, como Haemophilus in-
fluenzae, pneumococo, estreptococos do gru-
po A, Staphylococcus aureus, Proteus e o ba-
cilo de Friedlander (13).

Numerosos trabalhos foram realizados
para conhecimento dos microrganismos pre-

sentes no escarro de pacientes com doenca
respiratoria crénica, empregando-se meios
nutritivos seletivos e néao seletivos, incuba-
dos exclusivamente em aerobiose, os quais
possibilitaram o isclamento de varias espé-
cies microbianas que poderdo contribuir de
alguma forma para a instalacao e evolucédo
do quadro infeccioso (1, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10
e 12).

O presente trabalho foi realizado com a
finalidade de investigar a ocorréncia de mi-
crorganismos anaerobios estritos no escar-
ro de pacientes com bronquite cronica, apro-
veitando o material colhido para o estudo
de Alencar e cols. (1).

MATERIAL E METODOS

De 27 pacientes, recém-internados com
diagnostico de bronquite crénica, no Ser-
vico de Pneumologia, da Policlinica Geral
do Rio de Janeiro (sob a orientagio do Prof.
Edmundo Blundi), e que ndo haviam ini-
ciado a antibioticoterapia, foi colhido es-
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carro em placas de Petri esterilizadas, an-
tes da primeira alimentacdo. Material do
orofaringe foi colhido com mecha de algo-
dio esterilizada, que era esfregada vigoro-
samente sobre as amigdalas ou pilares pos-
teriores. Parte do escarro foi fluidificada
com igual quantidade da solucido de N-ace-
til-1-cisteina* & 20% em salina tamponada,
seguindo-se diluicdes decimais em tampio
de fosfato com redutor (6) até a concen-
tracdo 10-3. A mecha de algoddo era intro-
duzida em 3,0 ml de “Brain Heart Infu-
sion”, para emulsionar o material, agitan-
do-se durante 30 seg. no Vortex Super Mi-
xer (Lab-Line Instruments Inc.) para ho-
mogeneizacio. Com auxilio de alca de pla-
tina, de aproximadamente 5 mm de dia-
metro, carregada com a emulsdo do mate-
rial do orofaringe, com escarro e com di-
luicdes do escarro lisado, as seguintes ino-
culacdes foram realizadas: 1) por esgota-
mento, na superficie do meio de McCarthy
& Snyder (11), para isolamento de mi-
crorganismos do género Fusobacterium; 2)
na superficie de agar-sangue, também por
esgotamento, para isolamento de Bacteroi-
des melaninogenicus e outros microrganis-
mos anaerdbios (6); 3) em profundidade,
no agar-lactato-vancomicina (14), para
isclamento de Veillonella. Todas as placas
foram incubadas a 37°C em jarra tipo
Brewer, com 95% de nitrogénio e 5% de
gas carbonico.

Apos 7 dias de incubacéo, as placas fo-
ram examinadas com auxilio de microscsd-
pio estereoscopico (aumento 32 x), com luz
refletida: 1) nas placas de McCarthy &
Snyder, as colénias iridescentes de basto-
netes gram negativos eram contadas como
Fusobacterium (2); 2) nas placas de agar-
-lactato-vancomicina, as colénias isoladas
na massa do agar, com morfologia de “dis-
co voador”, de cocos gram negativos, eram
contadas como Veillonella; nas placas de
agar sangue, as colénias com pigmento ne-
gro foram contadas como B. melaninoge-
nicus, nas placas inoculadas com escarro
lisado e material do orofaringe, as colonias
com mesma morfologia eram contadas, e
algumas representativas de cada tipo co-
lonial foram inoculadas em meio de tiogli-
colato para estudo posterior da morfologia
e tipo respiratorio. Os tubos de tioglicolato
foram também incubados em anaerobiose,
conforme descricdo anterior; apds 4 dias,

as culturas foram examinadas em esfrega-
¢os corados pelo gram, seguindo-se a se-
meadura na superficie do agar sangue, em
duplicata, incubando-se a 37°C uma placa
em anaerobiose e a outra em aerobiose. As
culturas de cocos e bacilos gram positivos
eram consideradas anaerobias estritas,
fquando havia crescimento de colénias so-
mente na placa de agar sangue incubada
na jarra de Brewer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do isolamento de micror-
ganismos anaerobios estritos no escarro
(integral e lisado) e no orofaringe de paci-
entes com bronquite croénica estdo conden-
sados nas Tabelas 1 e 2.

Em 12 casos houve isoclamento de mi-
crorganismos anaerdbios estritos a partir
do escarro lisado e diluido em tampio re-
dutor, representando aproximadamente
44,4% dos pacientes examinados. Conside-
rando que cerca de 0,01 ml do escarro, ho-
mogeneizado em igual quantidade da solu-
¢ao fluidificadora, foi inoculado nos meios
nutritivos, os resultados da Tabela 1 pode-
rédo indicar a ocorréncia dos mierorganis-
mes anaerobios na quantidade de 104 mi-
crorganismos por mililitro de escarro.

Os recursos laboratoriais utilizados nao
permitiam isclar grande variedade de mi-
crorganismos anaerobios. Entretanto, defi-
nindec-se o trabalho como scndagem preli-
minar sobre a ocorréncia de anaerodbios es-
tritos no escarro, os recursos parecem su-
ficientes, porque foram aplicados dois meios
seletivos, para Fusobacterium e para Veillo-
nella, que dispensam caracterizacio poste-
ricr des microrganismos isolados, além do
reccnhecimento facil do Bacteroides mela-
ninogenicus nas placas de agar sangue so-
mente pela coloragdo negra de suas cold-
nias. A ocorréncia de outros microrganis-
mos anaeréobios estritos foi investigada de
maneira sumaria, a partir das placas de
agar sangue, contando-se as colénias re-
presentativas de um tipo colonial e utili-
zando-se algumas para determinacio do ti-
po respiratorio. Assim, apesar da limitacéo
do recurso de estudar colonias representa-
tivas, em quatro casos foram isolados cocos
gram positives anaeréblos estritos, prova-
velmente do género Peptostreptococcus, e,
em outros quatro pacientes, foram isolados
bastonetes gram positivos anaerébios que
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poderiam ser Actinomyces ou “difteroides”
anaeroébios.

Como a sondagem realizada indicou a
acorréncia de anaerdbios estritos no escarro
de pacientes com bronquite cronica, sera
oportuno, em outro estudo envolvendo maior
numero de pacientes, caracterizar todos os
microrganismos isolados no agar sangue,
com aplicagdo de testes bioguimicos e pro-
vas que explorem a fisiologia microbiana,
para aumentar as possibilidades de identi-
fica¢do de maior variedade microrganismos
anaerébios estritos.

Apenas um caso, dos 12 que permitiram
isolar microrganismos anaerébios estritos,
apresentava simultaneamente dois micror-
ganismos anaerébios. Parece oportuno res-
saltar que, em todos os casos (negatives ou
positives para anaerébios) estavam presen-
tes alguns dos 17 microrganismos faculta-
tivos isclados do mesmo escarro por Alen-
car e cols. (1). Alias, a expectativa seria de
se isolar maior variedade e maior quanti-
dade de bactérias anaerdbias, consideran-
do a infeccido mista revelada preliminar-
mente por Alencar e cols. (1), na qual os
miecrorganismos facultativos poderiam pro-
vocar o abaixamento do potencial de oxire-
ducdo a nivel que poderia garantir o desen-
volvimento dos microrganismos anaerébios
estritos.

O escarro contamina-se com a micro-
biota da cavidade oral, e, principalmente,
com a do faringe, conforme demonstraram
Laurenzi e cols. (8): a cavidade oral ou
faringea de varios pacientes foi contami-
nada com Serralia marcescens, cujo pig-
mento vermelho revela a presenca do mi-
crorganismo dispensando cutros testes de
caracterizacdo; quando a cavidade oral era
contaminada, Serratia era isclado do es-
carro, apesar de varias lavagens (3 a 9) do
material com salina fisiologica estéril;
quando a contaminacdo cccrria no faringe,
o microrganismo pigmentado era ainda iso-
lado apesar de 9 lavagens com salina.

Segundo Brumfitt e cols. (3), a bacte-
riclogia do escarro, apesar dos escrupulosos
cuidados com a cclheita e manipulacdo do
material, parece um guia pouco adequado
para estudo da Dbacteriologia da arvore
brénquica, porque o escarro pode se con-
taminar com os microrganismos presentes
nas secrecoes do trato respiratério superior.

Com esta preocupacao, no presente tra-
balho, o escarro foi homogeneizado e dilui-
do em tampéao redutor, até a concentracao

10-3, interpretando-se que o isolamento de
microrganismos anaerébios estritos no ma-
terial, por exemplo, Fusobacterium  Veillo-
nella, B. melaninogenicus e/ou outros anae-
robios, nao poderia ser decorrente de con-
taminagdo do escarro na passagem pela ca-
vidade oral.

Os resultados do presente trabalho (Ta-
belas 1 e 2) discordam das conclusdes de
Laurenzi e cols. (8) quando consideraram
que sO raramente os microrganismos isola-
dos do escarro nao sio também isolados do
orofaringe, pois apenas em 2 casos (17%)
0s micrerganismos anaerdbios, isolados do
escarro lisado, foram também isolados do
orofaringe. Entretanto, nio esta afastada
a possibilidade da rela¢do considerada por
Laurenzi e cols. (8) limitar-se unicamente
aos microrganismos facultativos estudados
per aquele autor.

Brumfitt e Willoughby (4), estudando,
durante 2 anos, escarro e material do oro-
faringe de 117 pacientes com doencas res-
piratorias cronicas, concluiram que — 1)
cerca da metade dos casos com microrga-
nismos patcgénicos no escarro apresentava
cs mesmoes microrganismos no orofaringe;
2) quandc os microrganismos eram isola-
dos do escarro, porém estavam ausentes no
orofaringe, pcdiam ser considerados como
originariocs des bronquios. Analisando os re-
sultados do presente trabalho, podemos
admitir que, em 83% (10 casos) dos isola-
mentos, a fente dos microrganismos anae-
robios estritos seria o trato respiratoric in-
fericr, desde que nao houve isolamento si-
multineo dos mesmos microrganismos no
crofaringe.

Os resultados da presente sondagem es-
timulam a realizacido de pesquisa mais am-
pla sobre a ocorréncia de microrganismos
anaerdébios estritos no escarro de pacien-
tes com doenc¢a respiratéria croénica, exa-
minando-se maior nimero de pacientes e
ampliando-se os recursos para isolamento
e caracterizacio de anaerdbios estritos. Na
opcrtunidade, serda interessante estudar a
possivel influéncia da higiene oral defici-
ente sobre a microbiota encontrada, consi-
derando 0s resultados de Potter e cols. (12)
que mostraram que 25% dos pacientes com
microrganismos patogénicos nos bronguios
apresentavam dentes infectados, contras-
tando com 7,5% dos pacientes que nao
apresentavam microrganismos patogénicos
nos brdnquios embora apresentassem den-
tes infectados.
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TABELA I — Isolamento de microrganismos anaerodbios do escarro e orofaringe de
27 pacientes com bronguite cronica.

\ MATERIAL ESCARRO MATERIAL DO
MICRORGM LISADO | INTEGRAL OROFARINGE
FUSOBACTERIUM 2%(1-4) ** 0 0
VEILONELLA 1(2) 3 12
B. MELANINOGENICUS 2 (6-9) 2 4
COCOS G + ANAE, 4 (2-14) — 2
BACILOS G + ANAE. 4 (1-34) — 0

* Numero de casos.
** Limites do nUmero de coldnias.

TABELA II — Dados complementares sobre o isolamento de microrganismos
anaerdbios estritos do escarro e orofaringe de 27 pacientes com
bronquite crénica.

Auséncia de anaerobios nos 3 materiais 5
Isclamento de anaerodbios no lisado 12
Isolamento simultaneo de 2 anaerodbios no lisado

Isolamento simultdneo no lisado e escarro integral
Isclamento do mesmo anaerébio no lisado e escarro integral
Isolamento simultdneo no escarro integral e orofaringe

N WO W

Isolamento do mesmo anaerdbio no esecarro integral e orofaringe
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SUMMARY

Strict anaerobic microrganisms (Fusobacterium, Veillonella, Bacteroides
melaninogenicus, Peptostreptococcus, Actinomyces or anaerobic “diphtheroids’ )
were isolated from expectorated sputum of hospitalized patients with chronic

bronchitis.

It is noteworthy that the anaerobic microorganisms were isolated from 10-3
dilution of fluidified sputum and were not recovered from pharyngeal cultures

in 83% of the isolates.

These results indicate the bronchial origin of the strict anaerobic microorga-
nisms and can not borne out the conclusion that sputum was contaminated with
the anaerobic bacteria in pharynx and oral cavity.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALENCAR, N. & cols. — Bacteriologia 8. LAURENKI, G. A. & cols. Bacteriolo-
das bronquites croénicas. Resumo dos gic flora of the lower respiratory tract.
trabalhos do III Congresso Brasileiro New Engl. J. Med,, 265: 1.273-1278.
de Microbioclogia, 1971, p. 17. 1961.
ARAUJO, WILSON CHAGAS DE & 9. LEES, A, W. & MCNAUGHT, W. —
cols. — Rendimento dos meios sele- Bacteriology of lower-respiratory-tract
tivos para bactérias do género Fuso- secretion, sputum and upper-respira-
bacterium. Rev. Soe, Bras. Med. Trop., tary-tract secretions in “normais” and
2: 247-253, 1968. chronic bronchitis. Lancet. 2: 1.112-
1.115, 1959. -
BRUMFITT, W. & cols. — An evalua-
tion of sputum examination in chronic 10. MAY, J. R. — The bacteriology of
bronchitis. Lancet, 2: 1.306-1.309, 1957. cllné%nic 9bléonchitis. Lancet, 2: 1.206-
-1.207, 1952.

BRUMFITT, W. & WILLOUGHBY, M.
L. N. — Laboratory differentiation of 11. MCCARTHY, C. & SNYDER, M. L. —
chronic bronchial disease (An investi- Selective medium for fusobacteria and
gation of 117 cases). Lancet, 1: 132- Leptotrichia. J. Bacteriol., 86: 158-159,
134, 1958. 1963.
DO. WLING, H. F. & cols. — Bacterio- 12. POTTER, R. T. & cols. — The bacte-
Icgic studies of the sputum in patients riology of the lower rarpiratory tract
with chronic bronchitis and bron- (bronchoscopic study of 100 clinical
chiectasis. Am. Rev. Resp. Dis., 8I: cases). Am. Rev. Resp. Dis,, 97 1.051-
329-339, 1960. 1.061, 1968.
GIBBONS, R. J. & cols. — The micro- 13. PULASKI, E J. — Common Bacterial
biota of gingival crevice area of man. Infections (Pathophysiology and Cli-
II. The predominant cultivable orga- nical management), W. B. Saunders
?SZ?S. Archs Oral Biol, §: 281-289, Co., Philadelphia, 1964.

14. ROGOSA, M. — A selective medium

K_ILBOURN, J. P. & cols. — Quantita-
tive bacteriology of sputum. Am. Rev.
Resp. Dis., 98 810-818, 1968

for the isolation and enumeration of
the Veillonella from the oral cavity.
J. Bacteriol.,, 76 455-455, 1958.



