TINCION DE GRAM DEL ESPUTO

Correlacion con el cultivo de esputo

RESUMEN

Quinientas cincuenta y dos muestras de
secreciones respiratorias enviadas al labo-
ratorio como “esputo” fueron examinadas
en forma prospectiva a través de la tincién
de Gram, desde el punto de vista de com-
posicién celular y bacteriana, y luego fue-
ron correlacionados con el resultado del cul-
tivo aerdbico de las mismas muestras. El
contenido de células epiteliales escamosas y
leucocitos polimorfonucleares se usaron co-
mo parimetros para definir el grado de
contaminacion de la muestra con secrecio-
nes orales, y grado de purulencia de la
muesira respectivamente. En 28/43 mues-
otras (65%) las bacterias cultivadas fueron
compatibles con la morfologia bacteriana
vista en la tincion de Gram de la muestra
inicial. En 6/20 muestras (14%), otros pa-
togenos potenciales fueron cultivados en
cantidades significativas a pesar que su pre-
sencia no fue detectada en el frotis de la
muestra inicial. Flora normal fue cultivada
como flora tinica en 9/43 muestras (21%)
a pesar de que las muestras parecian poco
contaminadas por la composicién celular de
la muestra inicial. El resto de los esputos
(509/552) tenian caracteristicas microscé-
picas en el frotis sugerentes de fuerte con-
taminacién con secreciones bucales. Estos
resultados sugieren que los cultivos de se-
creciones respiratorias que muestren sig-
nificante grado de contaminacién oral de
acuerdo al examen microscopico del frotis,
son pocos litiles para la interpretacién bac-
teriologica correcta de los estados infeccio-
sos broncopulmonares y pueden conducir a
una terapia con antibidéticos errados o inne-
cesarios.
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Introduccion

En el manejo de infecciones broncopul-
monares, los antibidticos son usualmente se-
leccionados en base a los resultados bacte-
riologicos obtenidos del cultivo de una bue-
na muestra de esputo expectorado. Sin em-
bargo, si el espécimen enviado esti fuer-
temente contaminado con saliva, los orga-
nismos aislados en cultivo no reflejarin fiel-
mente la flora bacteriana responsable del
cuadro infeccioso pulmonar. Esta interpre-
tacion errénea de un cultivo de “esputo”
puede conducir a una escogencia errénea
de antibidtico necesitado. Por tanto, es de
fundamental importancia, definir lo que
constituye una buena muestra de esputo para
efectos de proceso bacteriolégico y eventual-
mente para su correcta interpretacion clini-
ca. Los resultados de los cultivos serin mis
confiables para el médico cuando se conoce
la calidad de la muestra cultivada; y esta
calidad podria definirse de acuerdo al exa-
men microscopico de la muestra en cues-
tién.

Materiales y métodos

Quinientas cincuenta y dos muestras de
secreciones respiratorias enviadas al labora-
torio como “esputo”, fueron examinadas en
forma proﬂ:\ectiva a través de la tincién de
Gram, desde el punto de vista de composi-
cién celular y bacteriana, y luego fueron co-
rrelacionados con el resultado del cultivo
aerébico de las mismas muestras. El conteni-
do de células epiteliales escamosas y leucoci-
tos polimorfonucleares se usaron como para-
metros para definir el grado de contamina-
cién de la muestra con secreciones orales, y el
grado de purulencia de la muestra, respecti-
vamente. Se incluyeron en el estudio de co-
rrelacién Gnicamente muestras con las si-
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guientes caracteristicas enl el frotis inicial:
menos de 5 células escamosas por campo mi-
croscépico 10x, més de 20 leucocitos polimor-
fonucleados por campo 10x y un tipo tnico o
predominante de bacterias, en 2 0 mas cam-
pos 100x. Las muestras fueron procesadas en
el Laboratorio de Microbiologia del Hospital
General de Philadelphia, U.S.A., usualmen-
te una hora o menos después de su llegada
al laboratorio. La porciébn més gruesa y pu-
rulenta del espécimen se usé para frotis y
cultivo aerébico. Los frotis, cultivos e iden-
tificacién de microorganismos fue efectuado
por varios técnicos del laboratorio de bacte-
riologia. Los frotis al Gram fueron anali-
zados por una misma persona (Dr. A.G.B.
M.). Identificacién bacterioldgica se efectué
por medio de técnicas standard. Para orga-
nismos gram positivos se usaron: morfolo-
gia de la colonia, produccién de hemolisis,
frotis de la colonia, discos de optochin y ba-
citracina, caldo salino al 6.5%, caldo de
bilis-esculina y reactivo para coagulasa, Para
organismos gram negativos se usé el sistema
r/b, medio de triple azicar-hierro, trea,
citrato, y medio de Sims.

Las muestras fueron inoculadas en placas
de agar-sangre de oveja, McConkey y agar-
chocolate, e incubadas a 379 C con 3%
CO2 por 24-48 horas. Estreptococo gamma
y alfa-hemolitico, Neisseria sp y difteroides
fueron agrupados como flora normal.

Resultados

Quinientas cincuenta y dos muestras fue-
ron examinadas. Cuarenta y tres especime-
nes satisfacian el criterio microscépico de
aceptabilidad descrito anteriormente. En este
grupo, 28/43 muestras (65%) cultivaron
bacterias que fueron compatibles morfolégi-
camente con las bacterias vistas en el frotis
de la muestra inicial. En 6/20 muestras
(14%), otros patogenos potenciales fueron
cultivados en cantidades significativas a pe-
sar que su presencia no fue detectada en el
frotis de la muestra inicial. Flora normal fue
cultivada como flora Gnica en 9/43 muestras
(21%) a pesar de que las muestras pare-
cian poco contaminadas de acuerdo a la
composicién celular de la muestra inicial.

El resto de los esputos (509/522) te-
nian las siguientes caracteristicas microscopi-
cas en el frotis: méas de 5 células escamo-
sas por campo 10x, o menos de 20 leuco-
citos polimorfonucleares por campo 10x y
generalmente flora mixta. De este grupo,
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273/509 muestras (53%) mostraron mi-
croorganismos potencialmente patégenos en
el cultivo.

Discusién

La composicién celular de un frotis de
esputo examinado microscopicamente, es un
factor primordial en la significacién clinica
otorgada a la poblacién bacteriana vista en
dicho frotis y posteriormente identificada en
el cultivo de la muestra. La importancia de
este concepto ha sido enfatizada reciente-
mente por Barlett (1).

Decisiones de terapia antibidtica en in-
fecciones broncopulmonares, basadas tnica-
mente en el cultivo de esputo pueden ser
erréneas. Barrett-Connor (2) ha demostra-
do que 509 de pacientes con pneumonia
pneumocéecica bacterémica no muestran es-
putos positivos por Pneumococo y que otro
patégeno puede ser aislado en el esputo de
mis del 259 de estos pacientes. Asimismo,
pacientes hospitalizados o recibiendo antibi6-
ticos muestran un alto grado de colonizacién
de la cavidad oral especialmente con bacilos
gram-negativo, y el cultivo de esputo en
estos pacientes producird un alto porcentaje
de organismos patdgenos aislados en mues-
tras de secreciones del édrbol respiratorio,
como demostrado por Spencer y Philp (3),
los cuales encontraron una incidencia de ba-
cilos entéricos del 299, en cultivos de espu-
to pertenecientes a enfermos recibiendo an-
tibiGticos en contraste al grupo que no reci-
be antibiticos inicialmente y que mostr6
Estreptococo lI.n:leu.rnoﬂiae y Hemophilus in-
fluenzae en la mayoria de los casos. Gran
parte de este problema de interpretacion
clinica de los resultados bacteriolégicos pue-
de obviarse como lo hemos demostrado si
se selecciona una muestra adecuada, de acuer-
do al criterio microscopico esbozado. Por
otro lado, los esputos contaminados fuerte-
mente con secreciones orales, demostrado
por presencia de gran cantidad de células
epiteliales escamosas en el frotis, tendrin en
miés del 50%, cultivos positivos por organis-
mos patégenos especialmente bacilos gram-
negativos. Este dltimo hecho puede confun-
dir al médico que mira Gnicamente el resul-
tado del cultivo de esputo para seleccionar
el antibiético apropiado, sin correlacionarlo
con el frotis de la muestra inicial. Bdsqueda
de otros componentes celulares en el frotis
como histiocitos, eosin6filos y células mono-
nucleares puede ser de ayuda también en la



interpretacién clinica de un paciente pre-
sumiblemente infectado en su arbol respi-
ratorio. (4, 5, 6, 7).

En resumen, se recomienda que todo pa-
ciente con una probable infeccibn bronco-
pulmonar sea estudiado con frotis por Gram
y cultivo de una buena muestra de esputo,
El frotis se hard de la porcién macrosco-
picamente purulenta o espesa, y se examina-
ri microscopicamente en bajo poder como
fase inicial. Aquellos especimenes mostran-
do pocos 0 no células escamosas y muchos
leucocitos polimormonucleares en bajo po-
der serin ltiles para ser examinados con
inmersion en aceite con el objeto de deter-
minar flora bacteriana predominante. Asi-
mismos estos especimenes son aceptables pa-
ra el cultivo aérobico inmediato.

Cultivos de especimenes con evidencia
de fuerte contaminacién con secreciones ora-
les por examen microscopico son inadecua-
das para la correcta interpretacién clinica
y bacteriolégica de los procesos pulmonares
infecciosos, y pueden originar decisiones
erréneas en la escogencia del antibidtico

apropiado.
Abstract

Five hundred and fifty two samples of
respiratory secretions labeled as sputum were
examined prospectively by Gram Stain, in
regard to celllﬂ:’ar and bacterial composition
and subsequently, correlated with the cul-
ture of the samples. Acceptable samples
were defined according microscopic criteria.
Within the latter group, culture results were
compatible with bacteria seen in the Gram
stain in 28/43 samples (65%). Fifty three
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percent of samples with significant admix-
ture with oral secretions, grew out a po-
tential pathogen. This data indicate that bac-
terial culture reports from specimens with
evidence of gross contamination with oral
secretions by microscopic examination, are
useless for the correct bacteriological inter-
pretation of pulmonary infections processes,
and may be the cause of erroneous decisions
concerning antibiotic therapy.
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