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La Coloracion de Gram en el Diagnostico
de la Infeccion Urinaria

Alba Lucia AramBuLA e Osrecon!!

El proposito de este estudio, fue validar la coloracion de Gram de la orina centrifugada con el método de cultivo cuantitativo con
recuento de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) / mL de orina, como prueba de referencia o “’gold standar’”, en muestras
de personas a quienes se les solicitd urocultivo, para investigacion de Infeccion del Tracto Urinario ( ITU ) en el Laboratorio
Clinico de la Escuela de Bacteriologia, Facultad de Salud de la UIS; el cual se realiz6 a partir de 601 muestras, en el periodo
comprendido entre Enero del 2.001 a Marzo del 2.003. Las orinas se centrifugaron y el sedimento coloreado con Gram fue
analizado microscopicamente, las muestras que presentaban bacterias fueron cultivadas en medios selectivos de acuerdo con la
morfologiay la tincion observada, aquellas en las que no se observaron bacterias no se cultivaron en ningin medio, pero si se hizo
el recuento de bacterias. Mediante la coloracién de Gram se encontrd que de las 601 muestras analizadas, se obtuvo 165 (27.4%)
positivas para bacterias de las cuales 149 (90.3%) mostraron bacilos Gram negativos, mientras solo 16 (9.7 %) presentaban cocos
Gram positivos. Adicionalmente 161 ( 26.7 %) de las muestras positivas mostraron presencia de leucocitos. El 96.3 %( 155 ) de
las muestras leucocito positivas presentaron recuentos entre 10*y 10° unidades formadora de colonia por mililitro de orina (UFC/
mL.). Obteniéndose con este trabajo que la sensibilidad de 93.9 % y una especificidad de 97.7% de la coloracion de Gram en orina
centrifugada, dado que en 436 del total de muestras no se observé bacterias ni leucocitos por tanto sus recuentos fueron negativos
y en aquellas en las que se observaron bacterias y leucocitos se obtuvieron recuentos 10° UFC/mL que indicaban una infeccion
urinaria con un solo tipo de bacteria. Saduwd, UIS 2004;36:132-137
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The purpose of this work was to validate the Gram stain of centrifuged urine related in front of with the bacterium count by the
cuantitative method, with count of bacterium = 105 CUF /mL of urine or “gold stand “ in samples of persons from whom cultures
were solicited the urine culture in the Laboratory of Clinic Escuela de Bacteriologia Facultad de Salud de la UIS, the present study
was carried out to determine the degree of reliability and sensitivity of the Gram method for the diagnosis of Urinary infection
(UIT) beginning at the 601 samples of urine in the period understood to be between January 2001 and March 2003. The urine was
centrifuged and the sediment was microscopically analyzed by Gram stain end the samples that showed bacteria were cultivated
in selective mediums in accordance with the morphology and observed dyes, those in which bacteria was not observed were not
cultivated by any medium, but they had a bacteria count. During the Gram stain it was found that of the 601 analyzed samples,
165 ( 27.4 %) showed positive for bacteria and of those 149 ( 90.3 %) showed Gram negative bacillus, while only 16 (9.7 % )
Gram positive cocci. Additionally 161 26.7 %) of the positive samples showed rhe presence of leukocites. The 96.3 % (155) of
the positive leukocite samples showed counts between 10* and 10° UFC /mL. In conclusion this work, the sensitivity was 93.0
% and specificity 97.7% of Gram stain in centrifuged urine , given that in 436 of the total samples neither bacterias nor leukocites
were observed for as much as their counts were negative and in those that bacterias and leukocites were observed they displayed
counts of 105 UFC/ mL that indicated a urinary infection with only one type of bacteria. Saduwd, UIS 2004;36:132-137
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INTRODUCCION clasificar en Gram positivas y Gram negativas, segun
retengan o no el colorante de cristal violeta después de
agregar una solucién decolorante, bien sea alcohol al
100% o alcohol-acetona. La captacion del colorante de
Gram depende en gran parte de la composicion de la
pared bacteriana, donde eventos fisicos como
solubilidad, difusion, permeabilidad y adsorcién y
quimicos como cargas eléctricas y pH estan
involucrados'. La compleja composicion de la pared de
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a coloracion de Gram, descrita desde 1884 por el
médico danés Christian Gram es una coloracién
diferencial de uso comun en Bacteriologia?. Las
preparaciones sobre portaobjetos que contienen
bacterias tratadas con esta coloracién se pueden
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Esta coloracion permite visualizar la morfologia y el tipo
de agrupacién de las bacterias como cocos en cadena o
en racimo, bacilos Gram negativos o Gram positivos.
Algunos de ellos, producen enfermedades localizadas o
sistémicas y dentro de estas destacaremos en este
manuscrito las relacionadas con las vias urinarias.

Las infecciones del tracto urinario son las mas frecuentes,
especialmente en nifias en edad preescolar y mujeres en
edad reproductiva 34 Estas infecciones pueden ser
asintomaticas o sintomaticas. Las sintomaticas tienen
importancia en mujeres embarazadas y en ancianos. Las
sintomaticas presentan cuadros clinicos diversos como
sindrome uretral agudo, cistitis y pielonefritis®.

La coloraciéon de Gram en la muestras de orina para
Urocultivo permite evaluar el tipo de bacteria, la presencia
de piuriay determinar si hubo una adecuada recoleccién
de la muestra.

Las bacterias son la causa mas frecuente de lainfecciones
urinarias, siendo las bacterias Gram negativas las mas
involucradas. La Escherichia coli produce el 90 % de
las infecciones wurinarias, Enterococcus 9%,
Staphylococcus 2% y Streptococcus 2% 572,

En una infecci6n urinaria es de gran importancia
identificar el agente etioldgico lo mas pronto posible,
para entablar un tratamiento oportuno, prevenir
reincidencias y cronicidad, evitando el dafio renal que
puede ser fatal para el paciente. Es importante realizar
diagnostico diferencial con otras infecciones como
uretritis y vaginitis, ya que estas presentan
sintomatologia semejante a la infeccién urinaria y
necesitan diferente protocolo terapéutico %°.

El presente estudio rescata la relevancia de la coloracion
de Gram como un método sencillo, rapido predictor de
la infeccién urinaria. El uso de este método debera
constituirse en herramienta rutinaria como parametro
de orientacidn clinica, permitiendo una ventaja costo-
beneficio, al servir de tamizaje de muestras que cumplen
la calidad requerida para el estudio bacterioldgico
consecuente. Se tiene establecido que una gota de orina
sin centrifugar que tenga una bacteria por campo en
100 campos con objetivo de 100X y que sea de un solo
tipo se considera que equivale a 105 UFC71416.18 "esto
cuando se sabe que una orina esta infectada, pero
cuando son orinas de personas asintomaticas o que
tienen bajos recuentos la mayoria de los investigadores
no lo tienen en cuenta, por eso en este trabajo se realizd
el Gram centrifugando la orina.

CoLORACION DE GRAM EN LA INFECCION URINARIA

MaTERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio y muestra

Se analizaron 601 muestras de orina de personas adultas
y nifios que asistieron al Laboratorio Clinico, para
practicarse un urocultivo solicitado por el médico.

Las muestras fueron recolectadas en condiciones de
esterilidad, teniendo en cuenta que fuera la primera orina
de la mafiana previo lavado de genitales externos. La
orina fue recolectada directamente en el frasco
suministrado por el Laboratorio, descartando la primera
y Gltima parte de la miccién y las muestras fueron
entregadas entes de dos horas después de larecoleccién.

Procesamiento de las muestras
Urocultivo por la técnica de la dilucion en tubo:

1. Estudio del Sedimento por coloracién de Gram Las
muestras de orina se procesaron previa
homogenizacion de la misma. De cada muestra se
tomé una alicuota de 10 mL y se centrifugé a 3.500
rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y
realizé la coloracion de Gram del sedimento obtenido.

2. Cultivo del sedimento: se hicieron cultivos a partir de
los sedimentos que exibian bacterias de un solo tipo
de morfologia y tincién : en Agar Sangre, si se
observaban cocos Gram positivos y en Agar
MacConkey, si se observaban bacilos Gram . Sien la
muestra se observaba biota variada ( lactobacilos,
cocos gram positivos, bacilos gram positivos del tipo
Corynebacterium, diplococs gram negativos y
bacilos gram negativos) no se cultivaba y se
solicitaba nueva muestra.

3. El recuento de bacterias, se preparaba una dilucién
1:100 posteriormente se sembraba 1 mL de esta
dilucién en caja de petri estéril y luego se agregaba
25 mL de agar de recuento previamente fundido a 45
grados, se mezclaba por rotacién y se dejaba
solidificar, para luego incubar a 35-37° C por 24 horas.

A cada sedimento se practicd en lamina portaobjetos
por triplicado.

Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando
una base de datos en Epi-info 6.0. Se determiné la
sensibilidad y especificidad del Gram, utilizando la tabla
del dos por dos.
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RESULTADOS recuento = 10° UFC/mL. Tabla 1. asi mismo los leucocitos

se hicieron presentes en el 97.6 % de estas (161/165) ;

De las 601 muestras cuyos sedimentos obtenidos fueron ~ destacandose que en un 46 % de las muestras

coloreados con Gram, en 165 (27.4%) se observaron correspondian a la presencia de menos de 5 leucocitos
bacterias, de las cuales el 96.3% (155/165) registr6  POF campo. Tabla 2.

Gram del sedimento  No de muestras % Muestras con >10° % Muestras con ? 10° %
UFC/mL UFC/mL
Con bacterias 165 27.4 155 96.3 10 6.1
Sin bacterias 436 72.5 0 0 0 0
Total 601 99.9 155 96.3 10 6.1

Tablal. Recuento de UFC/mL en muestras positivas para bacterias al Gram.

El 97.6% (155/165) de las muestras con bacterias al Gram y recuentos = 10° UFC/mL de orina presentaron leucocitos
identificados en el sedimento urinario coloreado indicando asi la presencia de infeccion urinaria. Table 2,

Recuento de bacterias n %

Leucocitos n %

2 10° UFC/mL 155 96.3 presencia 161 97.6

< 10° UFC/mL 10 1.66 presencia 6 0.27
165

Tabla 2. UFC/mL y Leucocitos en muestras con bacterias observadas con sedimentos coloreados con Gram

Al relacionar la cantidad de leucocitos con el recuento de colonias, se observé que cerca del 40% (74) correspondia

a menos de 5 leucocitos por campo, seguramente al concentrar la orina por centrifugacion permite visualizar los
leucocitos si estos se encuentran en escasa cantidad. Tabla 3

Cantidad de leucocitos No de muestras %
Abundante (710) 45 27.9
Media (5 a 10) 42 26.1
Escasa (< 5) 74 46
Total 161 100

Tabla 3. Proporcidn en que se encontraron los leucocitos en las orinas que contenian recuentos entre = 10° UFC /ml

En cuanto a la etiologia identificada en este estudio se observé que el 90.3% de las bacterias presentes correspondieron

a bacilos Gram negativos, y la especie mas frecuente la E. coli en un 74 %, seguido de otros bacilos Gram negativos
en un 18% y de cocos Gram positivos en 9%, en este estudio. Tabla 4.

Tipo de bacteria al

Gram N % Especie bacteriana N %
Escherichia coli 119 74
Bamlos_Gram 149 90.3
negativos .
Otros Gram negativos 28 18
Enterococcus faecalis 9 6
Cocos Gram
positivos 14 8.5 Staphylococcus aureus 3 2
Streptococcus grupo D 2 1

Tabla 4. Tipos bacterianos mas frecuentes versus especies bacterianas mas Frecuentes
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DiscusIiOnN

Desde la década de los 80, la literatura cientifica ha
proporcionado gran cantidad de informes, sobre
diferentes métodos utilizados para evaluar una orina para
diagndstico de ITU 1%t Estos métodos han variado
desde los microscopicos, enzimaticos, fotométricos,
filtracion, por bioluminiscencia hasta los automatizados.
Todos ellos han sido evaluados y confrontados con el
método de cultivo cuantitativo, con recuento de 10°
unidades formadoras de colonia (UFC) / mL de orina,
como prueba de referencia o “gold standar” 713141518 En
este trabajo la metodologia que se ha querido evaluar es
la coloracién de Gram de las orinas centrifugada versus
el método de cultivo cuantitativo, teniendo en cuenta
también la presencia de leucocitos.

Pezzlo en 1.988, hizo una revision de algunos de los
métodos rapidos utilizados hasta el momento para hacer
analisis de orina para detectar infeccion del tracto urinario,
teniendo en cuenta el tiempo de deteccidn, sensibilidad,
especificidady valor predictivo negativo para diferentes
recuentos de UFC/ mL. de orina, deteccién de piuria,
costo por prueba y ventajas y limitaciones de cada
método 8. Concluy6 que la metodologia microscépica
por coloracion de Gram, es una prueba rapida y confiable
en la deteccion de bacteriuria significativa a partir de
una muestra de orina, y ademés la mas econémica
comparada con las otras metodologias 134,

Sin embargo, muchos investigadores han demostrado que
cuando se han evaluado muestras de orina con recuentos
menores de 10° UFC/ mL de orina, con la mayoria de los
métodos, utilizados como son la bioluminiscencia, los
fotométricos, los enzimaticos y los automatizados, los
resultados no son tan favorables, debido a que muchos
de ellos carecen de sensibilidad y valor predictivo negativo
cuando los recuentos estan bajos y adicionalmente no
detectan la presencia de leucocitos'!.

La coloracion de Gram , es una técnica que ha sido
ampliamente utilizado como un estimativo de bacteruria
cuando se correlaciona con un recuento de = 105 UFC/
mililitro de orina, y a pesar de que la sensibilidad del
Gram decrece en recuentos bajos ,se recomienda realizarlo
en orinas de pacientes asintomaticos y en aquellos en
los que se sospecha una pielonefritis*.

Jenkinsy colaboradores, hicieron un estudio relacionado
con lamicroscopia urinaria para deteccion de bacteriuria
y encontraron una gran variacién en los resultados
obtenidos al Gram con muestras de orinas centrifugadas
y no centrifugadas y sugirieron criterios de interpretacion
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en lo que corresponde a la sensibilidad y especificidad
de la coloracion de Gram. y concluyeron que este método
aumentaba la sensibilidad de deteccion de bacterias hasta
un 98% en recuentos iguales a = 10° UFC/mL de orina,
cuando se centrifugaba la misma 4. En este estudio de
165 (27.4%) se observaron bacterias, de las cuales el
96.3% (155/165) registro recuento = 105 UFC/mL, con
unasensibilidad del 93.9% y una especificidad de 97.7%.

Pezzlo report6 una sensibilidad del 87% para una
coloracion de Gram de orina, sin centrifugar y la cual
aumentaba hasta un 97% cuando las muestra de orina,
contenian un solo tipo de bacteria’. Este estudio muestra
que 149 de las orinas centrifugadas se observaron al
Gram bacilos Gram negativos y en 14 se observaron cocos
Gram positivos.

Aunque Kass reporta que la observacién de una o mas
bacterias por campo microscépico, con objetivo de
inmersion de una gota de orinasin centrifugar coloreada
con Gram, tiene una sensibilidad del 85% cuando se
correlaciona con un conteo de = 105 UFC/ mL de orina .
Otros como Tilton reportan una sensibilidad del 96% y
Washington del 95%, con valores predictivos negativos
= 99% 11,15,16.

Mas aln, la sensibilidad del Gram para recuentos de 10°
UFC/mL hasido del 95%, del 90% para recuentos de 10*
UFC/ mL de orina y del 78% para recuentos de 103 UFC/
mL de orina. Y un valor predictivo negativo del 99 %
para recuentos de 105 UFC/ mL de orina: del 94% para
recuentos de 10* UFC/mL de orina y del 81% para
recuentos de 10% UFC/mL de orina 2.

Su capacidad de detectar piuria y su bajo costo, hacen
que lacoloracién de Gram , sea ampliamente utilizada por
los bacteriélogos con el proposito de diferenciar una
orina contaminada de una que presente una verdadera
infeccion, cualquiera que sea el método utilizado, y sirve
de guia para la deteccion de infecciones asintomaticas .
Autores como Stamm demostraron que el 90% de
pacientes que presentaban cistitis con un bajo recuento
de bacterias tuvieron hasta 10 leucocitos por campo. En
este estudio los leucocitos se hicieron presentes en el
97.6 % de estas (161/165) ; destacandose que en un 46 %
de las muestras correspondian a la presencia de menos
de 5 leucocitos por campo. Table 3.

Robbins reporta que una gota de orina sin centrifugar
qgue no muestre al Gram bacterias ni leucocitos es una
muestra que no debe ser cultivada®. En este estudio en
donde se centrifug6 la orina se encontré que en 436 de
las muestras no se observé al Gram ningun tipo de
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bacteriay al relacionarlo con el recuento de bacterias no
se obtuvo crecimiento alguno ver .Tabla 1.

Kuniny cols. mostraron laimportancia de tener en cuenta
las orinas con bajos recuentos de bacterias y concluyeron
que podria tratarse de infecciones tempranas no
establecidas todavia, o de bacterias que provenian de la
uretra infectada 318 . Stamm confirma estos hechos en su
estudio en donde compara, los bajos recuentos de
colonias tomando muestras por puncién suprapubica
de estos pacientes y comprobando de esta manera que
las bacterias provenian de la uretra infectada,
principalmente!>8. En este estudio se observd que las
muestras que contenian recuento de colonias < 10° UFC/
mL, mostraron bacterias al Gram y también la presencia
de leucocitos como se muestra en la Tabla 2.

En la Tabla 3 se muestra que las que presentaron
leucocitos no todos tenian la misma cantidad de ellos.
Se ha establecido que el hallazgo de piuria en la muestra
de orina con objetivo de inmersion ( 100X ) es también
un parametro importante de evaluar en una infeccion
urinaria, y muchos de los métodos que han sido
evaluados como son los automatizados no detectan
leucocitos.t1618 En este estudio el 46% (74) correspondia
a menos de 5 leucocitos por campo, posiblemente se
deba a la concentracion por centrifugacion es lo que
permite visualizar los leucocitos si estos se encuentran
en escasa cantidad.

Lockhart y col. en su estudio para determinar si la
coloraciéon de Gram era mas sensible que el uroanalisis,
para la deteccion de ITU en nifios lactantes, concluy6
que la coloracion de Gram es mas confiable debido a que
tiene una sensibilidad del 94% frente a un 67% del
uroanalisis y una especificidad del 92% frente a un 79%
del uroanalisis®. En este estudio se pudo establecer una
sensibilidad de 93.9% y unaespecificidad de 97.7%, mas
alta que la reportada por Lockhart?2.

En la Tabla 4. se muestra que los bacilos Gram negativos
74%, como la E. coli son los que ocupan el primer lugar
como agentes etioldgicos de infeccidn urinaria, seguido
de los cocos Gram positivos en una proporcién mas baja
9% en este estudio realizado en el Laboratorio Clinico de
la Escuela de Bacteriologia.

La validez de la coloracion de Gram proporciona
indicadores tales como la presencia de piuriay bacteriuria
significativa, caracteristicas morfoldgicas y tincionales
de la bacteria implicada, informacién que puede ser
utilizada por el médico en una terapia antibacteriana
inicial, adecuada y oportuna®s. Dado que es una ayuda
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invaluable para el bacteridlogo en la seleccion de muestras
negativas, dedicando mas tiempo a las positivas, y
mejorando de esta manera la eficiencia y el costo-
beneficio del diagndstico para el paciente?®.

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones con
respecto de la coloracion de Gram, esta no se debe omitir
de hacer en cualquiera de las metodologias que se utilicen
en el Laboratorio para llevar a cabo la investigacion de la
ITU. Se debe replantear su utilizacién como una
herramienta imprescindible en el diagndstico presuntivo
de las infecciones del tracto urinario. Valdria lapenahacer
investigaciones dirigidas a su evaluacion frente a otras
metodologias diagndsticas utilizadas.
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