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R E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M O

Objetivo: Objetivo: Objetivo: Objetivo: Objetivo: determinar a correlação da coloração de Gram com o resultado final das culturas de LBA em pacientes cirúrgicos sob

ventilação mecânica com PAV clínica. Métodos:Métodos:Métodos:Métodos:Métodos: Estudo retrospectivo de 252 amostras de lavado broncoalveolar em pacientes com

clínica de pneumonia associada à ventilação mecânica com trauma ou cuidados de pós-operatório. As amostras de coloração de

Gram foram classificadas como cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos, todos os outros resultados foram excluídos. Culturas

de lavado broncoalveolar foram comparadas aos resultados da coloração de Gram. Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:Resultados: A correlação entre a coloração de

Gram e a cultura do lavado broncoalveolar apresentou índice kappa de 0,27. A sensibilidade da coloração de Gram foi 53,9% e a

especificidade de 80,6%. Considerando a identificação de cocos Gram-positivos comparada com os outros resultados (negativos e

bacilos Gram-negativos), o valor preditivo negativo foi 94,8%. Na avaliação de bacilos Gram-negativos comparada com os outros

resultados (negativos e cocos Gram-positivos), a sensibilidade foi 27,1% e a especificidade foi 95,4%. Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão: O valor preditivo

negativo para cocos Gram-positivos parece ser aceitável, mas a sensibilidade da coloração de Gram na etiologia de pneumonia

associada à ventilação mecânica não permite prever qual é o micro-organismo antes da cultura.

DescritoresDescritoresDescritoresDescritoresDescritores: Ferimentos e lesões. Cuidados pós-operatórios. Bacilos e cocos aeróbios gram-negativos. Respiração artificial. Terapia

intensiva.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

Pneumonia associada à ventilação mecânica (PAV) é com
plicação comum em pacientes sob ventilação mecâni-

ca1. O diagnóstico desta doença é baseado em critérios
clínicos, radiológicos e laboratoriais, sem um teste padrão-
ouro, com exceção de biópsia pulmonar aberta2. PAV está
associada com aumento do tempo de permanência e du-
ração da ventilação mecânica, maior mortalidade e au-
mento do custo de hospitalização3.

Além de dificuldades diagnósticas, a causa é
outro desafio. Métodos quantitativos e qualitativos têm
sido testados4-6. Entre vários métodos de cultura, a quan-
titativa por lavado broncoalveolar (LBA) é a mais utiliza-
da. O resultado final da cultura de um LBA leva de três a

cinco dias, que podem variar devido a condições
laboratoriais, bem como, a dificuldades para posterior iso-
lamento ou identificação de bactérias. A coloração de
Gram do LBA pode guiar a terapia inicial, mas existem
controvérsias no uso deste método7. Ela permite a identi-
ficação de cocos Gram-positivos (CGP) ou bacilos Gram-
negativos (BGN). Outros aspectos morfológicos podem ser
descritos, mas a identificação dessas duas formas é sufi-
ciente para iniciar a terapia guiada para CGP (oxacilina,
vancomicina ou linezolida) ou para BGN (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenêmicos ou polimixina), de acor-
do com a epidemiologia hospitalar. Esta terapia guiada
poderia diminuir o uso excessivo de antibióticos, uma vez
que muitos diagnósticos clínicos de PAV não são confir-
mados.
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O objetivo deste estudo foi determinar a correla-
ção da coloração de Gram com o resultado final das cultu-
ras de LBA em pacientes cirúrgicos sob ventilação mecâni-
ca com PAV clínica.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Análise retrospectiva dos dados de pacientes que
foram submetidos à broncoscopia com LBA em duas uni-
dades de terapia intensiva de adultos (trauma e cirúrgica),
foi realizada no Hospital Universitário Evangélico de Curitiba,
PR, Brasil. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética
da Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba.

Lavado Broncoalveolar (LBA)Lavado Broncoalveolar (LBA)Lavado Broncoalveolar (LBA)Lavado Broncoalveolar (LBA)Lavado Broncoalveolar (LBA)
O procedimento foi realizado em doentes quan-

do PAV foi suspeitada, independentemente de critérios clí-
nicos. Os critérios para o diagnóstico clínico desta condição
eram pacientes sob ventilação mecânica >72 horas, com
temperatura anormal (>38ºC ou <36ºC), leucocitose (con-
tagem de células brancas >10.000 ou >10% imaturas) ou
leucopenia (contagem de células brancas <4000),
expectoração purulenta macroscopicamente, e modifica-
ções ou novos infiltrados em radiografias de tórax8. Assim,
foram analisados dois grupos de pacientes: aqueles que
cumpriram critérios para PAV, e aqueles sem confirmação
clínica de PAV.

O lavado broncoalveolar foi realizado de acordo
com técnicas convencionais. Os pacientes foram ventila-
dos com 100% de FiO

2
 e adequadamente sedados. A área

de amostragem foi selecionada de acordo com a radiogra-
fia de tórax. Medicamentos de uso tópico não foram utili-
zados devido às suas propriedades bacteriostáticas. A pon-
ta do broncoscópio foi introduzida em um subsegmento
pulmonar, e 20ml de solução salina foram injetados, aspi-
rados, e descartados. Uma ponta foi novamente posicionada
e 100ml adicionais foram lentamente injetados e aspira-
dos, como descrito9.

Cultura e Coloração de GramCultura e Coloração de GramCultura e Coloração de GramCultura e Coloração de GramCultura e Coloração de Gram
A amostra de LBA foi imediatamente transpor-

tada para o laboratório. Todas foram semeadas em pla-
cas para cultura no espaço de uma hora. Todas as bacté-
rias colhidas foram identificadas e sua susceptibilidade
foi testada através do teste de disco-difusão segundo o
Clinical Laboratory Standard Institute10. A coloração de
Gram foi realizada somente quando sugerida pelos médi-
cos. Em lâminas, um esfregaço de material de LBA foi
corado com violeta cristal seguido por lugol com
subsequente lavagem das lâminas com etanol a 95%, e
coloração com safranina. Os resultados foram compara-
dos com a cultura final. As colorações de Gram foram
classificadas da seguinte forma: cocos Gram-positivos
(CGP) para lâminas mostrando apenas bactérias Gram
positivas, bacilos Gram-negativos (BGN) para lâminas

mostrando apenas bactérias Gram-negativas. Casos sem
colorações de Gram, culturas sugestivas de contamina-
ção ou com identificação fungos, foram excluídos. Casos
apresentando CGP mais BGN em coloração de Gram ou
cultura foram excluídos. Culturas de LBA com mais de
uma bactéria isolada ou com Staphylococcus coagulase-
negativo também foram excluídos.

Análise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatísticaAnálise estatística
Independente do diagnóstico final, colorações de

Gram e culturas de LBA foram comparadas. Uma nova
análise de casos que preencheram os critérios clínicos para
PAV foi realizada. Os dados clínicos foram excluídos da
análise, pois o objetivo deste estudo foi determinar a cor-
relação entre coloração de Gram e cultura do LBA. Teste
do c2 foi utilizado para as variáveis categóricas. A concor-
dância entre as colorações de Gram e as culturas foi deter-
minada pelo índice Kappa.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Foi coletado lavado broncoalveolar em 265 pa-
cientes. Quatro casos foram excluídos devido à contamina-
ção e quatro por presença de fungos. Cinco casos foram
excluídos devido à identificação de bacilos Gram-positivos
em cultura. Um total de 252 casos foi incluído na primeira
análise. A etiologia está descrita na tabela 1.

A mediana da idade dos pacientes foi 43 (12 a
92), 41% dos casos eram do sexo feminino. Diagnóstico
clínico de PAV ocorreu em 111 casos (42,4%).

A leitura das colorações de Gram mostrou ne-
nhum micro-organismo em 159 casos (63,1%), CGP em
58 casos (23,1%) e BGN em 35 casos (13,8%). Na cultura

Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 - Etiologia da pneumonia associada à ventilação
mecânica em pacientes de unidades de terapia
intensiva cirúrgica.

Micro-organismosMicro-organismosMicro-organismosMicro-organismosMicro-organismos nnnnn % *% *% *% *% *

Cultura negativa 124  
Pseudomonas aeruginosa 46 35,9%
Acinetobacter baumannii 24 18,8%
Enterobacter spp. 13 10,2%
Klebsiella spp. 11 8,6%
Staphylococcus aureus (MRSA) 10 7,8%
Staphylococcus aureus (MSSA) 8 6,3%
Proteus mirabilis 5 3,9%
Escherichia coli 4 3,1%
Streptococcus pneumoniae 3 2,3%
Haemophilus parainfluenzae 1 0,8%
Serratia marcescens 2 1,6%
Stenotrophomonas maltophilia 1 0,8%

* Somente casos positivos
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do LBA, 124 casos (49,6%) foram negativos, houve 21
casos de CGP (8,7%) e 107 casos de BGN (42,8%).

A correlação entre a coloração de Gram e a cul-
tura de LBA mostrou índice kappa de 0,27 (Tabela 2). Con-
siderando apenas a positividade da coloração de Gram e
LBA (sem distinção de BGN ou CGP), a sensibilidade da
coloração de Gram foi 53,9% e a especificidade de 80,6%.
Considerando a identificação de CGP contra outros resul-
tados (negativos mais BGN), a sensibilidade foi 52,4% e
especificidade de 79,7%. O valor preditivo negativo desta
última avaliação foi 94,8%. Quando BGN foi comparado
com CGP ou com ausência de crescimento, a sensibilidade
foi 27,1% e especificidade de 95,4%.

Os resultados dos pacientes com critérios diag-
nósticos de PAV foram semelhantes aos pacientes sem
confirmação de PAV (sem cumprir os critérios diagnósti-
cos) (Tabela 3). Considerando a utilidade de colorações de
Gram positivas para diagnóstico ou exclusão de PAV (colo-
rações de Gram negativas), os resultados mostraram uma
sensibilidade de 43,9% e uma especificidade de 68,3%.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A melhor abordagem de diagnóstico para PAV
permanece incerta. Os resultados da coloração de Gram
após LBA foram discordantes com a cultura final. Em resu-
mo, a sensibilidade e a especificidade da coloração de Gram

foram baixas. Estudos anteriores também demonstraram
essa discordância de resultados entre a coloração de Gram
e a cultura do LBA11. A coloração positiva não pode predi-
zer o diagnóstico de PAV, e a decisão do uso de antibióti-
cos deve ser guiada por achados clínicos. Além disso, colo-
ração negativa não exclui o diagnóstico de PAV. Estes da-
dos foram previamente demonstrados por Raghavendran
et al.12, mas discordantes com outro estudo11. No entanto,
dois resultados curiosos foram encontrados após nova aná-
lise considerando BGN e CGP separadamente. O primeiro
foi alta especificidade de colorações de Gram para BGN,
apesar de menor número de verdadeiros positivos que ver-
dadeiros negativos. Isto sugere que culturas negativas são
bem representadas por coloração de Gram negativa. Esta
informação é inútil, considerando a coloração de Gram como
um teste de triagem. A segunda descoberta foi alto valor
preditivo negativo para CGP. Estes resultados sugerem que
coloração de Gram sem CGP reduz a possibilidade de se-
rem, estas bactérias, a causa da PAV.

Os dados apresentados neste estudo sugerem
que as colorações de Gram são discordantes com o diag-
nóstico de PAV e não podem ser usadas para guiar terapia
empírica para CGP ou BGN. Entretanto, os autores suge-
rem um protocolo baseado nos valores preditivos positivos
e valores preditivos negativos anteriores: 1) coloração de
Gram sem CGP, suspender a cobertura a este grupo (por
exemplo, oxacilina, vancomicina ou linezolida); 2) a iden-
tificação de BGN sugere a manutenção de drogas contra

Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 - Correlação da coloração de Gram com a cultura em pacientes com critérios clínicos de pneumonia associada à
ventilação mecânica em pacientes de unidades de terapia intensiva cirúrgica.

Cul turaCul turaCul turaCul turaCul tura
Coloração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de Gram Negat ivaNegat ivaNegat ivaNegat ivaNegat iva CGPCGPCGPCGPCGP B G NB G NB G NB G NB G N Tota lTota lTota lTota lTota l
Negativa 34 8 3 4 54 54 54 54 5
CGP 3 6 1 1 01 01 01 01 0      
Kappa = 0.21Kappa = 0.21Kappa = 0.21Kappa = 0.21Kappa = 0.21
BGN 27 16 13 5 65 65 65 65 6
Total 6 46 46 46 46 4 3 03 03 03 03 0 1 71 71 71 71 7 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 1

CulturaCul turaCul turaCul turaCul tura
Coloração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de Gram Positiva Negativa Total Sens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idade 54 .554 .554 .554 .554 .5
Positiva 36 11 4 74 74 74 74 7 Especif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idade 75 .675 .675 .675 .675 .6
Negativa 30 34 6 46 46 46 46 4 VPPVPPVPPVPPVPP 76 .676 .676 .676 .676 .6
Total 6 66 66 66 66 6 4 54 54 54 54 5 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 1 VPNVPNVPNVPNVPN 53 .153 .153 .153 .153 .1

Cultura com CGPCultura com CGPCultura com CGPCultura com CGPCultura com CGP     
CGPCGPCGPCGPCGP Sim Não Total Sens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idade 60 .060 .060 .060 .060 .0
Sim 6 24 3 03 03 03 03 0 Especif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idade 76 .276 .276 .276 .276 .2
Não 4 77 8 18 18 18 18 1 VPPVPPVPPVPPVPP 20 .020 .020 .020 .020 .0
Total 1 01 01 01 01 0 1 0 11 0 11 0 11 0 11 0 1 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 1 VPNVPNVPNVPNVPN 95 .195 .195 .195 .195 .1

Cultura com BGNCultura com BGNCultura com BGNCultura com BGNCultura com BGN
B G NB G NB G NB G NB G N Sim Não Total Sens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idade 23 .223 .223 .223 .223 .2
Sim 13 4 1 71 71 71 71 7 Especif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idade 92 .792 .792 .792 .792 .7
Não 43 51 9 49 49 49 49 4 VPPVPPVPPVPPVPP 76 .576 .576 .576 .576 .5
Total 5 65 65 65 65 6 5 55 55 55 55 5 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 1 VPNVPNVPNVPNVPN 54 .354 .354 .354 .354 .3

CGP = cocos Gram-positivos; BGN = bacilos Gram-negativos; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo
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estas bactérias; e 3) coloração de Gram sem bactérias é
uma dúvida, e sugere a espera pela cultura. Os resultados
semelhantes de sensibilidade e especificidade em pacien-
tes com suspeita de PAV e aqueles que preenchiam os
critérios de PAV também sugerem a importância da sus-
peita clínica para iniciar o tratamento empírico.

O valor preditivo positivo para CGP foi muito
baixo. É estranho considerar “desaparecimento” des-
sas bactérias, mostrando maior possibilidade de BGN.
Uma teoria a ser testada é a possibilidade de BGN ini-
bir o crescimento de CGP no ágar de uma mesma cul-
tura. Além disso, o hospital deste estudo o hospital onde
foi  real izado o estudo tem alta inc idência de
Acinetobacter, que pode ser colonizadora e dificultar o
isolamento e posterior identificação de CGP. Os meios
utilizados na instituição são ágar McConkey, ágar san-
gue e ágar chocolate. A inoculação de amostras de
LBA em meios específicos poderia ser utilizada para
testar esta teoria.

O baixo número de casos verdadeiros positivos
foi um problema neste estudo, sugerindo futuras pesquisas
e avaliação contínua de dados em nosso serviço, ou por
outras publicações. A sensibilidade é baixa e a utilização
da coloração de Gram como triagem para definição de
tratamento pode ser um erro do tipo II, tendo em vista o
número mais elevado de falsos negativos. No entanto,
Albert et al. encontraram maior número de falsos negati-
vos9.

Uma alternativa para a coloração de Gram seria
o E-test rápido, utilizando meios seletivos com tiras de E-
test para identificação mais rápida de cepas resistentes13.
Este teste deveria ser validado por novos estudos e ajusta-
do para cada hospital de acordo com a epidemiologia lo-
cal.

A coloração de Gram é apenas um elemento
do LBA que pode ser utilizado para diagnosticar ou ex-
cluir a presença de PAV, bem como, para estabelecer a
sua causa. A contagem diferencial das células do LBA
tem sido usada para estabelecer a presença ou a ausên-
cia de PAV com pontos de corte de 40% ou 50% de
neutrófilos para favorecer a presença de PAV. Ainda, a
presença de bactérias intracelulares dentro de neutrófilos
no LBA pode determinar a presença de infecção, bem
como, a sua causa14. Estes métodos são mais tecnica-
mente exigentes do que a coloração de Gram, mas po-
dem aumentar o proveito imediato do LBA para o diag-
nóstico de PAV. Finalmente, avaliação de marcadores de
LBA, tais como endotoxinas, têm sido utilizados para es-
tabelecer a presença de PAV por bactérias Gram-negati-
vas15. Na instituição do estudo, a coloração de Gram po-
deria auxiliar a evitar o uso excessivo de vancomicina ou
linezolida e manutenção de carbapenêmicos. Os autores
acreditam que a coloração de Gram deve ser realizada
rotineiramente.

Em conclusão, cirurgiões e clínicos que tratam
pacientes com suspeita de PAV devem iniciar a terapia

Tabela 3 -Tabela 3 -Tabela 3 -Tabela 3 -Tabela 3 - Correlação da coloração de Gram com a cultura em pacientes com suspeita de pneumonia associada à ventilação
mecânica (sem cumprir os critérios clínicos) em pacientes de unidades de terapia intensiva cirúrgica.

Cul turaCul turaCul turaCul turaCul tura
Coloração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de Gram Negativa CGP BGN Total
Negativa 100 9 50 1 5 91 5 91 5 91 5 91 5 9
CGP 19 11 28 5 85 85 85 85 8 Kappa = 0.27Kappa = 0.27Kappa = 0.27Kappa = 0.27Kappa = 0.27
BGN 5 1 29 3 53 53 53 53 5
Total 1 2 41 2 41 2 41 2 41 2 4 2 12 12 12 12 1 1 0 71 0 71 0 71 0 71 0 7 2 5 22 5 22 5 22 5 22 5 2

CulturaCul turaCul turaCul turaCul tura
Coloração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de GramColoração de Gram Positiva Negativa Total Sens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idade 53 .953 .953 .953 .953 .9
Positiva 69 24 9 39 39 39 39 3 Especif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idade 80 .680 .680 .680 .680 .6
Negativa 59 100 1 5 91 5 91 5 91 5 91 5 9 VPPVPPVPPVPPVPP 74 .274 .274 .274 .274 .2
Total 1 2 81 2 81 2 81 2 81 2 8 1 2 41 2 41 2 41 2 41 2 4 2 5 22 5 22 5 22 5 22 5 2 VPNVPNVPNVPNVPN 62 .962 .962 .962 .962 .9

Cultura com CGPCultura com CGPCultura com CGPCultura com CGPCultura com CGP     
CGPCGPCGPCGPCGP Sim Não Total Sens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idade 52 .452 .452 .452 .452 .4
Sim 11 47 5 85 85 85 85 8 Especif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idade 79 .779 .779 .779 .779 .7
Não 10 184 1 9 41 9 41 9 41 9 41 9 4 VPPVPPVPPVPPVPP 19 .019 .019 .019 .019 .0
Total 2 12 12 12 12 1 2 3 12 3 12 3 12 3 12 3 1 2 5 22 5 22 5 22 5 22 5 2 VPNVPNVPNVPNVPN 94 .894 .894 .894 .894 .8

Cultura com BGNCultura com BGNCultura com BGNCultura com BGNCultura com BGN     
B G NB G NB G NB G NB G N Sim Não Total Sens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idadeSens ib i l idade 27 .127 .127 .127 .127 .1
Sim 29 6 3 53 53 53 53 5 Especif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idadeEspecif ic idade 95 .995 .995 .995 .995 .9
Não 78 139 2 1 72 1 72 1 72 1 72 1 7 VPPVPPVPPVPPVPP 82 .982 .982 .982 .982 .9
Total 1 0 71 0 71 0 71 0 71 0 7 1 4 51 4 51 4 51 4 51 4 5 2 5 22 5 22 5 22 5 22 5 2 VPNVPNVPNVPNVPN 64 .164 .164 .164 .164 .1

CGP = cocos Gram-positivos; BGN = bacilos Gram-negativos; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo.
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antimicrobiana antes do resultado de culturas, e a utilida-
de da coloração de Gram é duvidosa. O valor preditivo
negativo para cocos Gram-positivos pode ser aceitável, mas
a sensibilidade da coloração de Gram na etiologia da pneu-
monia associada à ventilação mecânica não pode predizer
o micro-organismo antes que a cultura.
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ObjectiveObjectiveObjectiveObjectiveObjective: To determine the correlation of Gram staining with the culture of bronchoalveolar lavage in patients with clinical
features of ventilator-associated pneumonia from two adult trauma and surgical intensive care units. MethodsMethodsMethodsMethodsMethods: We conducted a
retrospective study of 252 samples of bronchoalveolar lavage from patients with clinical ventilator-associated pneumonia in trauma
or surgical postoperative care. Gram staining samples were classified as Gram-positive cocci and Gram-negative bacilli, all other
results being excluded. Cultures from bronchoalveolar lavage were compared with Gram staining results. ResultsResultsResultsResultsResults: The correlation
between Gram staining and culture from the bronchoalveolar lavage showed a kappa index of 0.27. The sensitivity of Gram staining
was 53.9% and the specificity, 80.6%. Considering the identification of Gram-positive cocci against other results (negative and
Gram-negative bacilli), the negative predictive value was 94.8%. The evaluation of Gram-negative bacilli against other results
(negative and Gram-positive cocci) rendered a sensitivity of 27.1% and a specificity of 95.4%. ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: It appears that the
negative predictive value for Gram-positive cocci is acceptable, but the sensitivity of Gram staining in the etiology of ventilator-
associated pneumonia was not able to identify the microorganism before culture.

Key wordsKey wordsKey wordsKey wordsKey words: Trauma. Postoperative care. Gram-negative bacilli. Gram-positive cocci.
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