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METODOS DIAGNOSTICOS

Gram. Mas que un Método de Tincion

*T. Lobos M.

Diariamente, en todo Hospital o Clinica, en la
sala o en el Laboratorio de Microbiologia, se es-
cucha maltiples veces la palabra Gram:

« &Solicité el Gram de expectoracion?.

« Inférmese del resultado del Gram de L.C.R.
de la enferma XX.

« ¢Estan listas las tinciones de Gram para obser-
varlas al microscopio?

&Qué significa la palabra Gram?, ies una sigla
G.R.A.M.?2, ies un término mas del para lenguaje
médico? Es probable que si solicitamos respuesta
a médicos, e incluso a microbi6logos, s6lo algunos
responderdn correctamente y dirdn que Gram es
el apellido del médico danés Hans Christian
Gram (1853-1938), quien en 1883 describi6 el mé-
todo de coloracién que lleva su nombre y que fue
publicado el 13 de marzo de 1884, esto es, hace
mas de 100 anos. Este método de tincion se redu-
jo a una sola palabra Gram, pero su importancia
fue creciendo a través de los anos, ya que con esta
tincién se logra la identificacién presunta de las
bacterias, su ubicacién taxonémica y, en la actua-
lidad, es de gran utilidad para los clinicos en la
orientacion de tratamientos antimicrobianos.

He utilizado la coloracién de Gram por mas
de 20 afios, conozco su técnica, sus modificacio-
nes, sé las hip6tesis respecto a su mecanismo, he
valorado su importancia desde el punto de vista
bacteriol6gico y clinico, conozco sus aplicaciones
practicas y he enfatizado su valor a alumnos, in-
ternos y médicos. No obstante hoy, a mis de un
siglo del descubrimiento del Gram, considero que

* Laboratorio de Microbiolog:’a Clinica, Escuela de Me-
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se conoce muy poco o practicamente nada sobre
la persona que lo hizo posible y es éste el motivo
que me decidié a escribir estas lineas, pues es un
deber moral no olvidar a aquellos que merecen
ser recordados.

Hans Christian Gram, naci6 en Copenhagen el
13 de octubre de 1853. Se gradta de médico en la
Universidad de Copenhagen en 1878; entre los
anos 1881 y 1883 trabaja como médico residente
en el Hospital Municipal de Copenhagen.En el
ano 1883, sigue un curso sobre "Técnicas Bacte-
riol6gicas” en la Universidad de Copenhagen, dic-
tado por el Dr. Carl Julius Salomonsen, quien a su
vez habia sido discipulo de Koch en Alemania. A
fines de 1883, Gram viaja a Alemania a estudiar
Bacteriologia y Medicina y durante su estada en
el Laboratorio del Dr. Friedlinder desarrolla el
método de tincién que lleva su nombre.

Es interesante seguir la trayectoria que culmi-
n6 con su descubrimiento. Su maestro en Alema-
nia, el Dr. Carl Friedlinder investigaba la etiolo-
gia microbiana de las neumonias, en cortes histo-
l6gicos, para lo cual necesitaba encontrar un mé-
todo que permitiera tehir las bacterias, las cuales
se pudieran diferenciar claramente de los elemen-
tos celulares y ésta fue la tarea que encomend6 a
su discipulo Hans Christian Gram. Este se puso
a trabajar en una técnica de tincién basdndose en
la solucién de yodo-yodurada que ocasionalmente
usaba su maestro Salomonsen en Dinamarca, pe-
ro a su vez decolor6 y utiliz6 colorantes de con-
traste; demor6 menos de dos meses en desarrollar
su técnica de tincién, lo que para algunos fue con-
siderado como empirico y obra del azar; pero los
que trabajamos ¢n investigacion sabemos que el
azar en ciencia, solo favorece a personas prepara-
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das, que estdn en condiciones de inlerpretar y
analizar los hechos que incluso fortuitamente se
presentan. Basta recordar a Fleming y su descu-
brimiento de la Penicilina.

Para comprender paso a paso el descubri-
miento del Dr. Gram y las implicancias de éste,
considero que es interesante seguir la correspon-
dencia de Gram a su maestro el Dr. Salomonsen.
En su primera carta le dice: "Ayudé al Dr. Fried-
linder con las bacterias de la neumonia, mi traba-
jo ha sido principalmente la demostraciéon de los
gérmenes en los cortes de 6rganos y he tenido la
suerte de encontrar lo que al parecer es un méto-
do muy bueno para teiir las bacterias y que no ti-
fie los tejidos. El Dr. Friedlander estd encantado
con el método; yo tomo el asunto con calma y es-
pero desarrollarlo més en el futuro”.

Posteriormente escribe: "Examino toda clase
de muestras con la ayuda de mi excelente método
yodado". En otra carta dice a su maestro: "He ter-
minado mis estudios sobre el famoso método yo-
dado de coloracién el cual espero sera publicado
pronto; he observado que los gérmenes tenidos
muestran claramente diferentes morfologias: co-
cos y bacilos y més ain algunos conservan el color
azul y otros son decolorados”.

Finalmente, en una de sus Gltimas cartas al Dr.,
Salomonsen comunica: "Mi trabajo en Berlin sera
publicado en el proximo numero del "Fortschritte
der Medicin" , con el nombre de "La coloracién
diferencial de los Schizomycetes en cortes de Leji-
dos y en preparaciones secas" y concluye, "cl he-
cho es que he desarrollado y extendido mi famoso
método yodado, para que sea vélido para casi to-
dos los Schizomycetes y creo que este descubri-
miento marcara época”.

Se puede apreciar al analizar la corresponden-
cia entre Gram y su profesor Salomonsen, la rapi-
dez con que Gram llega a su descubrimiento,
aproximadamente dos meses, lo cual puede expli-
carse por el uso que ya hacia su maestro Salomon-
sen con la solucién de yodo-yodada y que Gram
conocié durante su curso de "Laboratorio para
Bacteriologia Médica" en Copenhagen, lo cual no
resta méritos a su descubrimiento.

También es posible constatar que fue en au-
mento su aprecio y entusiasmo por su método de
tincién y es asi como en un comienzo dice: "buen
método de tinci6n"; posteriormente "excelente

método" y finalmente concluye: "método que mar-
cara época".

Ademids, descubre que claramente es posible
diferenciar morfologia, describe cocos y bacilos
notando que algunas formas conservan el color y
otras son decoloradas, pero no aprecié la impor-
tancia de este fen6meno y s6lo con posterioridad
se valoroé este hecho.

Asi como la lectura de la correspondencia de
Gram a su maestro de Bacteriologia nos permitié
seguir la trayectoria de su investigacién, creo que
también es de interés mostrar un breve resumen
del trabajo que public6é Gram, comunicando su
tincién, en el que es posible constatar que se di6
una organizacién formal, indicando la naturaleza
del problema, como lo abord6, qué encontrd y
qué significé lo que encontrd.

Titul6 su trabajo: "La coloracién diferencial de
los Schizomycetos, en cortes de tejidos y en prepa-
raciones secas". Lo publicé en "Fortschritte der
Medicin" el 15 de marzo de 1884.

A modo de introduccién dice: "Seria muy de-
seable disponer de un método de coloracion dife-
rencial para Schizomycetos; para utilizarlo rutina-
riamente; yo he descubierto por experimentacién,
un procedimiento de coloraciéon diferencial para
los Newmococos que he extendido a otros gérme-
nes. Para la coloracion se utiliza solucién de viole-
ta de genciana por 1-3 minutos, luego a las prepa-
raciones se les coloca una solucién de yoduro de
K yodado en agua (I: 1 parte; KI: 2 partes y
H20:300 partes). Luego se agrega a las prepara-
ciones alcohol absoluto hasta que sean decolora- |
das completamente. Los Schizomycetos se tinen
de azul oscuro (la intensidad de la coloracién no
ha sido igualada por ninguno de los métodos de
coloracion). Es posible después de la coloracién
con alcohol, colocar las preparaciones un momen-
to con una solucion de pardo de Bismark, de tal
manera de obtener una coloracién de contraste”.

En los resultados muestra dos cuadros:

1. Después del tratamiento por el yodo, las formas
siguientes de Schizomycetos, en las muestras,
no son decoloradas por el alcohol.

a) Cocos de neumonia bronquial (9 casos).
b) Schizomycetos pidgenos (9 casos).
¢) Cocos de absceso hepatico (1 caso).
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d) Cocos de osteomielitis (2 casos).

e) Cocos de artritis supurada después de la es-
carlatina (1 caso).

f) Cocos de nefritis supurada después de cisti-
tis (3 casos).

g) Cocos de abcesos cerebrales después de un
empiema (2 casos).

h) Cocos de erisipela (1 caso).

i) Bacilos de 4ntrax ( 3 casos en rat6n).

j) Bacilos de la putrefaccion (3 casos).

II. Las formas siguientes de Schizomycetos son
decoloradas por el alcohol, después del trata-
miento con yodo.

a) Un caso de neumonia bronquial, con coco-
bacilos que forman cépsula.
b) Cinco casos de bacilos de la tifoidea.

A modo de discusion plantea: "En mi procedi-
miento, los elementos tisulares no se tinen, mien-
tras que los Schizomycetos se tifien intensamente,
esto permite visualizarlos mas facilmente. Algu-
nos Schizomycetos se tifien de azul intenso pero
cuando son tratados con alcohol, algunos son de-
colorados”.

Finalmente concluye: "El estudio de los Schi-
zomycetos ha sido mejorado significativamente
por el uso de este método. Es por esto que yo pu-
blico mis resultados, no obstante consciente que
ellos son escasos y con algunos vacios. Espero que
este método sea también atil en manos de otros
trabajadores”.

Al analizar su publicacién, vemos que su obje-
tivo fue poder visualizar las bacterias de la neu-
monia y diferenciarlos de los elementos tisulares,
ya que sus observaciones fueron directamente de
tejidos; posteriormente experimentd con otros
Schizomycetos - antiguo grupo taxondémico que in-
cluia las bacterias - y observé que otras bacterias
también se tenian de azul, tales como los cocos de
la osteomielitis, (es decir Staphylococcus); los co-
cos de la erisipela, - (Streptococcus); los bacilos de
la putrefacciéon - (Clostridium)-, etc.; y ademas
constaté que algunas bacterias se decoloraban
por el alcohol y se tenian con las tinciones de con-
traste, en ese tiempo, pardo de Bismark o vesuni-
na, actualmente fucsina o safranina. Entre los que
no retenian el colorante de cristal violeta, mencio-
naba el "cocobacilo de la neumonia de Friedlan-
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der (Klebsiella pnewmoniae); el bacilo de la tifoi-
dea (Salmonella).

Estos hallazgos no los analizé profundamente,
pero esta distribuciéon empirica entre los dos
grandes grupos: Gram (+) y Gram (-), ha sido y
es de gran utilidad para diagnésticos presuntivos y
en la época actual es una orientacién importante
en la indicaci6n de antibi6ticos.

Por tltimo, no puedo dejar de destacar la fra-
se con que termina su publicacién: "Espero que
este método sea ftil en manos de otros trabajado-
res”, lo que constituye el objetivo fundamental en
la publicacién cientifica, esto es el traspaso de in-
formacién nueva y original a la comunidad cienti-
fica.

El mecanismo de la tincion de Gram, fue du-
rante mucho tiempo un misterio, que condujo a
numerosos e infructuosos esfuerzos para explicar-
la en términos de la existencia de una afinidad tin-
torial diferencial de los distintos componentes ce-
lulares. El descubrimiento de la diferente compo-
sicion de la pared celular entre bactarias Gram
(+) y Gram (-), centro la atencion en dicha pared
y los recientes hallazgos han aportado pruebas re-
veladoras que han permitido explicar que las dife-
rencias entre bacterias Gram (+) y Gram (-) ra-
dica en las propiedades de permeabilidad en que
participa el grosor de la capa glicopéptica que es
menos en las Gram (-) lo cual sumado a la presen-
cia de lipidos que incrementan la permeabilidad,
contribuyen a la Gram negatividad. Esto nos acla-
ra un importante rasgo de la tincién de Gram, la
tendencia de las bacterias Gram (+) a transfor-
marse en Gram (-) en los cultivos viejos, debido a
que las enzimas autoliticas atacan la pared; ade-
mas la Gram-labilidad de las bacterias en frotis
directos de pacientes que han recibido terapia
con antibidticos que acttian directamente sobre la
pared celular.

Continuando con la muy poco conocida bio-
graflia de Gram, es de interés sefalar que al ano
siguiente de la publicacién de su trabajo, ya varios
investigadores, empezaron a valorar su método
de tincién y comenz0 a ser incluido en los textos
de Bacteriologia.

Por su parte, Hans Christian Gram, regres6 a
su patria y a la practica de la Medicina Interna,
desempendndose primero en el Hospital Munici-
pal de Copenhagen, y posteriormente en el Royal
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Frederick Hospital. Llega a ser profesor titular
de Farmacologia y Medicina en la Universidad de
Copenhagen, cargo que desempeiia hasta 1924.
Fallece en 1938.

Para nosotros, los microbi6logos, Hans Chris-
tian Gram forma parte de nuestro patrimonio; no
obstante no ser un bacteridlogo sino que un clini-
co que se interesé por la Bacteriologia, lo cual se
manifest6 durante toda su carrera, por su dispo-

sicion permanente de ofrecer la posibilidad a sus
asistentes y alumnos de compenetrarse de la Mi-
crobiologia Clinica y quien en su juventud llegé al
descubrimiento de su famosa tincién, vislumbran-
do la transcendencia que ésta tendria al escribir
a su maestro: "Querido profesor, he tenido la
suerte de encontrar lo que parece ser un método
muy bueno para teiir las bacterias, descubrimien-
to que creo marcard época.”




