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Gram Boyama
Klinik Kullanim ve Sinirlamalar

Prof. Dr. Ozay ARIKAN AKAN
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
ibni Sina Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Lab.

Hans Christian Gram
1884

Huckers modifikasyon
1921

Neden Gram boyama?

* Hizli, ucuz tani
» Etken hakkinda fikir verir- 6n tani

(Gram reaksiyonu, bigim, blyuklik, morfoloji)
* Uygun antibiyotik segimi
* Uygun besiyeri secimi?
+ Ornek kalitesini belirler.
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* Gram pozitifler

—80 nm hucre duvari

—M protein lipoteikoik asit

—Yogun ¢apraz baglar

—Capraz baglar dekolorizasyona direngli
* Gram negatifler

—Hucre duvari ince

—Tek katli peptidoglikan

—Dis membran LPS’leri peptidoglikana

(LPS) -iki katl fosfolik ] baglanir
lipid kati | —Lipid icerik dekolorizasyonda gegirgenlik
el saglar
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Gram boyama Uygulama

Gram boyama yontemi
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Gram boyama- degiskenler

* Yayma hazirlanmasi

* Tespit

» Boya ¢Ozeltileri

* Kurulama

* Boyama yontemi (zaman)
+ Ornegin durumu...

Ornegin boyaya hazirlanmasi-
yayma

* Materyalin uygun
kisminin yaymasi

» Piiriilan kisim, en kati
ve sert kismi — en
uygun kisim

* Pamuklu gubuk —
artefakt

* Taze iireme ve 6rnek
ideal

Yayma hazirlanmasi

ince/kalin yayma
Ekiivyonu déndiirme
Damlatma

Sitosantrifiij
Dokundurma (degdirme)
iki lam arasi ezme
Biyopsi — kiyma




Amag: Tek sira hiicre eldesi \

Tespit

* Metanol

— Konak hiicreleri
daha iyi
—Zemin daha temiz

* Isi — Alev-isitici tabla

— Fazla olursa hiicre
b yapisi bozulur, bu da
fr 4 ] ¢ok dekolorizasyona

a4 yol agar

incelemeye uygun alan aranmasi

Gram degisken

Ayiraglar
. » Actinomyces « Hucre duvarlar
* Dekolorizasyon . Aerobacter bélinme esnasinda
Alkol (%95 etanol) ' kirilgan olup gram
_ pozitif bakteriler gram
Aseton-alkol » Corynebacterium itif bakteril
Aseton * Propionibacterium negatif boyanabilir
* Kristal viyole ve iyot ¢ozeltileri
, + Kultirlerinde veya
» Karsit boyama- * Bacillus iireme sirasinda PG
safranin, bazik fuksin, karbol fuksin * Clostridium kalinhig degisir, gram

negatif gorilebilir.




Zayif boyanan gram negatif
bakteriler

Gram boyada nelere bakmali?

* Anaeroblar * Co6zUm— karsit

« Legionella boyama igin bazik
« Bacteroides fuks!n veya karbol
fuksin

* Fusobacterium
Brucella

* Teknik uygun mu?

* Nereden alinmig?

» En iyi degerlendirme alani nedir?

« Ornek kalitesi nasil?

« Patolojik hicre/yapilar var mi?

» Mikroorganizma var mi, ne ile uyumiu?

Kalite kontrol

+ Kalite kontrol izolati
 Sonuglarin kiltir uyumu ile izlenmesi

« Slaytlarin tekrar bakilmak tzere
saklanmasi

* Klinik tablo ile uyum

Gram (+) Kultur (-) ise

* Malzemelerin kontaminasyonu
* Antibiyotik kullanimi

« Ozel kosullarda treyen
mikroorganizmalar

Kultar (+) Gram (-) ise

» Uygunsuz 6rnek alimi

* Yetersiz Gram boyama (yontem
hatasi)

« Uygun olmayan degerlendirme

* Numara karisikhg (laboratuvar
hatasi)

» Az sayida mikroorganizma olmasi

Gram Boyamada Sayim

« NADIR (1+)
— Tum alanlarda < 10
+ AZ SAYIDA

— Tiim alanlarda > 10, ancak tek bir inceleme
alaninda < 1

« ORTA (2+)
— 1-25/alan
« YOGUN (3+)
— > 25/alan
Klinik olarak fark?




Gram nereye kadar (yorumda)
onemli

* Mikroorganizma harici hucreler
» Morfolojik inceleme — sinirlari

Gram boyamadaki ekstra
morfolojiler

+ Beyaz kure

* Hicre nekrozu
(polimorfoniikleer

Ikositler) * Hucreigi
. mikroorganizmalar
+ Alveolar makrofajlar e
itel hii ; + “Antibiyotik”
" Tpitel hicroler etkisindeki bakteriler
(yassi/kolumnar) _
« Elastin/kollajen lifler ° Kristaller
+ Curschmann * Charcot-Leyden
spiralleri Kristalleri

. Corporaamylacea  * Solunum tedavileri

Gram boyamada ¢esitli hiicre gériiniimleri

Ornek tipine gére Gram degerlendirme

lenfosit

+ Ornek steril ise (varsayim)
— PMNL
— Mikroorganizma

—> 3 adet tipik morfoloji gérmeden bildirim
yapilmamali

+ Ornek steril degil ise
— PMNL

— Sadece potansiyel patojen ise
mikroorganizmalar tanimlanir

— Normal flora/ patojen orani 6nemli

Otomatize/
yari otomatize
sistemler

Solunum Yolu Orneklerinin
Gram Boyasi ile Incelenmesi
Prof. Dr. Ozay ARIKAN AKAN

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
ibni Sina Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Lab.




52 yasinda erkek hasta, ates, oksiiriik ve
balgam sikayetleri ile bagvuruyor.

Taniniz nedir?

Alt solunum yolu infeksiyonlari
mikrobiyolojisi

* Tani (taklitci klinik durumlar)
 Etkenin Tespiti (klinik/radyolojik
bulgular etkene 6zgiil degil)
» Tedavi Basarisi (atipik m.o, aligiimig
bakterilerde antibiyotik direnci)
« Epidemiyolojik verilerin toplanmasi

Solunum yolu ornekleri

* Nazofaringeal siiriintii ve aspiratlar

—Viral infeksiyon, M.pneumoniae ve
Chlamydophilia tanilarinda

+ Balgam

Balgamin uygun toplanmasi

Tukruk degil balgam istiyoruz!
Dis protezleri ¢ikarilacak
* Agdiz su ile calkalanacak

Steril bir kaba derin bir dksurik ile 6rnek
verilecek (bir defada)

» 2 saat igerisinde laboratuvara gdnderilecek
Laboratuvarda purtlan kisimdan yayma
yapilir

Normal flora

Oral kavitede 500-700 cesit bakteri ve maya
vardir.

Ust solunum yolu biiyiik miktarlarda aerobik,
anaerobik bakteri, maya ve viriis barindirir.
Saglikh erigkinlerde sublaringeal bakteriyel
kolonizasyon minimaldir.

Entiibasyon ve kronik akciger hastalig: alt
solunum yollarinin bakteriyel kolonizasyonuna
yol acar.

Orofaringeal Flora

» Saglikh erigkin: » Hastanede yatan
— Viridans streptokoklar hastalar:

— Beta-hemolitik _ : P
streptokoklar E. coli, Klebsiella,

Enterobacter spp.
— S. aureus
— Haemophilus spp. - Pseut.jomonas spp.
— S. pneumoniae - Candida spp.

— Moraxella catarrhalis

— Anaerobik bakteriler
(Fusobacterium spp.,
Actinomyces israelii)

— Mayalar
— Virusler




http://www.fletcherallen.org

Seffaf balgam -

¥ Pneumosistis
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Yayma materyali lamlar
arasinda ezerek hazirlanir.

http://www.fletcherallen.org

Standart balgam incelemesi
Gram boyama ve kiiltir

+ Avantajlan + Dezavantajlan
— KOLAY — Balgam gikaramama
— HIZLI — USYF BULASI (%20-25)
_ucuz - _BaZ| m.o.I?ra yetersiz
— Incelemesi uzmanlarca

Duyarhlik (%65-80) ve 6zgiilliigii (%90) iyidir
AB kullanimi ile duyarlihk azalir (%25-60)
Uygun 6rnek- uygun transport

Red kriterleri

P.jirovecii, M.tuberculosis ve bazi bakteriler
icin indiiklenmig balgam 6rnegi

immiin siiprese hastalar entiibe ise
endotrakeal aspirat spontan balgam yerine
geger.

Pnoémoni tanisinda invazif yontemler

Bronkoskopik

+ Standart brons lavaiji

* BAL

+ PSB (korunmus firca ile 6rnekleme)

Non-bronkoskopik

* Trakeal / transtrakeal aspirasyon

+ Kor korunmus fircalama

» Kor korunmus brons lavaji

+ Teleskopik kateterle distal hava yolu aspirasyonu

» Biyopsi (kapal plevra, transtorasik, torakoskopik ve
torakotomik)




invazif yéntemler

Avantajlan Dezavantajlari

« Distal hava yollarina * Uygulama zorlugu
ulasir * Pahall

* Duyarlilik ve * Lokal anesteziklerin

ozgullik yiiksek? antibakteriyel etkisi var
+ Kantitatif kiiltiirler - Endikasyonlari kesin

ile tanisal degil
standardizasyon + Tekrarlanabilirligi ?
saglar (sinir degerlere dikkat)

+ lyatrojenik
infeksiyonlar

Bronkoskopik Ornekler

Trakeal veya endotrakeal aspiratlar — balgam
gibi degerlendirilir (red>10 EP/LPF)

Bronsiyal yikama (ayni)

Bronsiyal firgalama (Korunmus firga ile
ornekleme)

Bronkoalveolar lavaj (BAL)

Transbronsgiyal biopsi/Transbronsiyal igne
aspirasyonu

Hangi durumlarda?

» Hastanede yatan ciddi pnomonili
hastalar

« Immiin yetmezlikli hastalar

* Ventilatore bagli pndmoni gelisen
hastalar

Ornek tipleri - mikroorganizma

izolasyonlari

Ornek Maliyet Bakteri P.jirovecii M.tbc CMV Aspergillus
Kan Diisiik +1 0 0 +1 0
Balgam Diisiik +3 +2 +3 0 +1
Trakeal Diisiik +2 +2 +3 0 1
aspirat
PSB Yiiksek +4 0 0 0 0
Non - Orta +4 +2 +3 0 +2
bronkosko
pik BAL
BAL Orta +4 +4 +4 +3 +2
TBB Yiiksek 0 + +3 +3 +3
CAB Cok 0 +4 +4 +4 +4

yiiksek

Sorunlar:

+ Ust solunum yollarindan gegerken kanalin
kontaminasyonu

* Yogun topikal lidokain kullanimi bakteri
Uremesini baskilayabilir.

« Alveole verilen ve alinan sivi miktari

Gram boyamada patolojik kabul
edilen yapilar

PMNL * Huicre nekrozu
Alveolar makrofajlar * Hicre igi bakteri

Yassi epitel veya maya
hucreleri « Charcot-Leyden
Elastin/kollajen lifler kristalleri
Curschmann * Respiratuvar tedavi
spiralleri

Corpora amylacea




Solunum yolu hiicresel elemanlari

* Yassi epitel hucresi

» Respiratuvar epitel hicresi
* PMNL

* Mononukleer hucreler

* Alveolar makrofajlar

Kivriimig
kenar

http://www.fletcherallen.org

siia |

Bazal
kisim

http:/iwww.fletcherallen.org | “Qn

Diizensiz
sinir

Niikleus
Toz “Kopukli”
partikiilleri sitoplazma

Alveolar makrofaj

http://www.fletcherallen.org

Alveolar makrofajlarin 6zellikleri

Yassi epitelden klglk, PMNL'den blyuktur.

Sitoplazma yogun, hiicre kenarlari diizensiz

* Nikleus bir tarafta yerlesmis

« Hafif turuncu bir renk degisimi

» Icinde siyah toz partikiilleri veya kahverengi
hemosiderin olabilir

* Yaymalardaki varlidi, alt solunum yolu

infeksiyonunu gosterir

Polimorfonuikleer Iokositler

> 5

Multilobar niikleus, graniiler
sitoplazma ve bazen fagosite
edilmig bakterilerle
karakterizedir.

« lltihap hiicreleri olarak
bilinir.

+ Diger hiicreler gibi
solunum yollarinda
normal kosullarda
bulunmaz.

+ inflamatuvar duruma
(bakteriyel inf.) yanit
olarak bdlgede
toplanirlar.
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Mononitkleer hiicreler

» Tek niikleuslu kug¢iik hiicrelerdir
* En sik goriilen lenfositlerdir

» Varliklarn bazi kronik inflamatuvar
durumlari, viral infeksiyonlari ve bazi
bakteriyel infeksiyonlari diigiindiiriir.

Hucre disi yapilar- mukus

http://www.fletcherallen.org

+ Bronglardaki goblet
hiicrelerinden salinir.

* Doku lizerinde bir kat
olusturur.

+ Akcigerin normal
savunma
mekanizmalarindandir.

* Yabanci cisimleri
uzaklastirir.

+ Birgok hastalik
durumunda yapimi artar
ve hiicrelerle birlikte
‘balgam’n olusturur.
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Hucrelerin
sayimi

Bakterilerin
sayimi

Kiigiik Biyitme ile
(LPF):

1-9 /alan - Az

10-25 /alan — Orta
diizeyde

>25 /alan — Yogun

Biiyiik Biiyitme ile
(immersiyon objektifi):

Her 1-10 alanda 1 — Az
>1-<50 /alan — Orta

diizeyde
>50 /alan — Yogun

LPF: Low Power Field

http://www.fletcherallen.org

Ornek aliminda kalite

« Segmentli nétrofiller (PMNL) —
inflamasyon/infeksiyon gostergesi

* Yassi hucreli epiteller — yuzeyel
kontaminasyon

» Gram boya ile 6rnek kalitesi belirlenir.

Balgamin degerlendirme

kriterleri

PMNL Epitel Gram m.o

(X10) (X10) (X100)
Kalitesi >25 <10 >10/alan
yuksek
Sinirda >25 >10 >10/alan
Kalitesi <25 >10 ()
diisiik




Red Kriterleri

» Legionella, ARB ve kistik fibrozlu hastalarin ) BAL_ .
érnekleri kiiltiir igin red edilmez. — Mikroskopi

+ Red kriterleri uygulanirken rapora not * >%1 epitel hiicresi — kontaminasyon
diisiilmelidir. Orn: + Bakteri iceren PMNL orani %5 —
“ > 10 EP/ LPF saptanmistir, drnegin tiikriik ile pndmoni igin spesifiktir
kontaminasyonu diisiinildiigiinden kiiltiir « Trakeal aspirat

yapiimamigtir® — Mikroskopik inceleme
« Kiilturiin degil sadece yaymanin licreti - Epitel hiicresi > 10 /LPF (10X)
hastadan alinmalidir. P
* QA: Aylik gelen ve reddedilen balgam sayisi
izlenmelidir.

Kilturde ireme olmama
nedenleri-1

+ Antibiyotik kullanimi
» Lokal anesteziklerin fazla kullaniimasi
* Yetersiz materyal alimi

+ Bakteriyolojik teknikte hatalar (tasima,
saklama, ekim, kiiltiir degerlendirme)

» Standart kiiltiirlerde liremeyen ajan ile gelisen
infeksiyon (Mycoplasma, Chlamydophilia,
Legionella gibi)




Kulturde ureme olmama
nedenleri-2

* Anaerobik infeksiyon

* Mycobacterium inf. (%1-2)

+ infeksiyonun gok erken dénemde
olmasi

+ Pnémoniyi taklit eden infeksiyon disi
bir patoloji

Kan Kiltiirii ve Steril Viicut
Sivilarinin Gram Boyasi ile
Incelenmesi

Uzm. Dr. Dolunay GULMEZ KIVANG
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Steril viicut sivilari

+ Kan kiiltiirii (sigeleri) + Gram boyamada
. BOS PMNL goriilebilir,
ancak siklikla

* Eklem sivisi . N
mikroorganizma

¢ Plevral sivi

goriilmez
* Peritoneal sivi « Mikroorganizma
* Perikardiyal sivi miktan gok az
* Cul-de-sac sivisi « Ornek hacminin
*« Amnion sivisi artirilimasi, santrifiij
- Vitreus edilmesi...
. Safra * Artefakt?

Kan kulturu sigeleri

+ Kan kiiltiirii siselerinde Gram boyamanin degeri
— 5893 tek morfotip igeren kiiltiir
— Duyarhihk: %91.3 -99.7
» Cok goriilen tiirler %91.3 - 100

+ En diisiik non-hemolitik streptokoklar
%86.2 - 94.9

— Ozgiilliik: %98.9 - 100
— Pozitif prediktif deger: %94.6 - 100
— Negatif prediktif deger: %99 - 100

Sggaard M, et al. J Clin Microbiol 2007; 45:1113

Kan kulturii siselerinden 6rnek
hazirlanmasi

» Siseden bir damla lam lizerine konur ve
yaklasik 1 cm g¢apinda olacak sekilde yayilir.

+ Komiir igeren kan kiiltiirii siselerinde, bir
damla lam lizerine konduktan sonra 30 saniye
komiir pargaciklarinin gokmesi beklenir.
Sonrasinda lam 45 derece egilerek listteki
komiir partikiilii icermeyen kisim yan tarafa
akitilir.

* Lam iizerindeki 6rnek kuruduktan sonra tespit
edilerek boyanir.

Kan kultura (Gram boyama)

13



Kan kultara (Gram boyama)

Kan kultura (Gram boyama)
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Kan kiltura (Gram boyama

. o

Candida
albicans

Harrington, Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2002;26:325

Kan kultura (Gram boyama)
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Harrington, Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2002;26:325

Kan kultura (Gram boyama)

«

Candida
albicans
olasihigi cok
yiiksek

Kan kultara (Gram boyama)

Candida spp.
albicans veya “‘
non-albicans y
olabilir.

-

Kan kulturiu siseleri

« Hatalar: %0,7
— Acinetobacter — gram pozitif
— Bacillus — gram negatif
— Clostridium — gram negatif

— Karisik enfeksiyonlarda bir morfotipin
goriilmemesi

* %50 gram negatif basil goriilmemis
* %50 gram pozitifler goriilmemis

Rand, AJCP 2006; 126: 686

Gram (-) basil gibi goriinen Bacillus

Rand, AJCP 2006; 126: 686
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Gram (-) basil gibi goriinen Clostridium

Gram (+) kok gibi goriinen Acinetobacter

Rand, AJCP 2006; 126: 686

Gram (-) kok gibi goriinen pnémokok

Antibiyotik altinda bakteri morfolojisi

Piperasilin/tazobaktam
altinda Serratia
morfolojisi

A.Kan kiiltiirii sisesi
B.Siseden cikolata
agara pasaj

Healy, CIinIMicro Newsletter 2007;29

Antibiyotik altinda bakteri morfolojisi

PTZ altinda Serratia morfolojisi: Baglangigtan
sonraki 24 saat

Healy, Clin Micro Newsletter 2007;29

Antibiyotik altinda bakteri morfolojisi
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'Yanlis pozitif kan kiiltiirii: Niye deneyimli bir g6z
burada pozitif demez?

lyi dekolorize olmamis,
PMNL hala mor

“Kok” goriiniimii
yalnizca dekolorize
olmamis alanlarda

Karakteristik morfoloji
yok

PMNL varliginda yanhs
pozitiflik sik

Yanlis pozitif kan kiiltiirii: Niye deneyimli bir g6z
burada pozitif demez?

>

Pozitif kan kiiltiiriinde Gram boyama
duyarhihig:

Organizmaya
bagh

Viridans strep.
icin esik: 2x107
Enterokok igin
7x10°

Maya igin 5x10°

Marlowe, J Clin Microbiol 2003; 41:1266

Kan kiiltiriinden Gram boyasinin
degerlendirilmesi

. Ka;n kiiltiirtinde her pozitif kiiltiir bildirilmeli
mi?
— ilk kez gram negatif basil goriildiigiinde
— 24 saat iginde pozitif veren sisede ilk kez
gram negatif basil goruldigiinde
— 48 saat?
— Gram pozitif kok?
+ Bilgi fazlaligi olabilir mi?
— Her pozitifin bildirilmesi
—“...”e benzeyen” bakteriler

Kan kiiltiriinden Gram boyasinin
degerlendirilmesi

* Preparat iyi incelenmeli:
— Birden fazla mikroorganizma
— Tipik olmayan boyanma

* Her pozitif siseden mutlaka Gram boyama yapilmali ve
sonug bildirilmeli, klinisyen igin 6nemli (Cumitech 1C
Blood Cultures IV 2005)

+ Bildirimlerin kaydi tutulmah
— Hasta bilgileri
— Kan kiiltiiriiniin numarasi ve alindig tarih
— Bildirilen kisi, glin ve saat

— Bildirilen kiginin sonucu yazmasi ve geri okuyarak
dogrulamasi 6nerilmekte

Steril viicut sivilari

« Steril viicut bolgelerinden alinan
ornekler ne kadar siirede incelenmeli?

+ Ornek ne kadar taze olursa o kadar iyi
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Steril viicut sivilarindan preparat Steril viicut sivilari
hazirlanmasi
* Neler goriilebilir?

* Mikroorganizma derigimi ¢ok diisiik — inflamasyon
+ Ornek mutlaka santrifiij edilmeli hicreleri
+ 3000 g, 15 dakika * PMNL
« Santrifiij sonrasi dipteki gozeltiden gok fazla * MNL

dagitmadan preparat hazirlanmal * Diger...
* Preparat kuruduktan sonra tespit edilerek — Epitel hiicreleri

boyanmali — Mikroorganizmalar

Steril viicut sivilari Steril viicut sivilan

»

PMNL ve gram pozitif kok, x100
g

L

Steril viicut sivisinda bakteri

Steril viicut sivisinda bakteri

* Yayma ¢ok kalin ise gériinmez

X100




BOS

* Hiicre igi gram pozitif kok

Artefakt ve gram (+) kok

BOS

* Hiicre ici gram pozitif basil

BOS

* Pnomokok

P

— ’»

B ,

oW

A . -
BOS BOS Hiicre igi gram (-) basil
Haemophilus - '7‘#.3_;,“{ \h's T
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Artefakt

* Hiicre ici maya
BOS » Cryptococcus

Cryptococcus

\7_. yels
%
® at
— g%
e
— L

Harrington, Laboratory Medicine 2002;33:609-14

Eklem sivisi

Safra kesesi sivisi

 Safra kristalleri, sivri veya yuvarlak uglu

Yang, World J Gastroenterol 2003;9:1791-4

Steril viicut sivilari:
Birden fazla mikroorganizma

¢ Karisik enfeksiyonlar sorunlu olabilir, bir gesit
bakteri goriince arama birakiliyor

e Apselerde de benzer sorunlar
AN r D

L 4 ’ ¢
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Steril vicut sivilan
Birden fazla mikroorganizma
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Plevral sivida gram (+) koklar, kiltiirde
lireme yok

* Yaymayi yeniden degerlendir: yanhs pozitif mi?
+ Kiiltiir yanlig negatif mi? Hasta antibiyotik aliyor mu?
Ornek ekilmeden 6nce fazla beklemis mi?

+ Kilinisyenle goriis ve geliskiyi gozmeye ¢alis.

Plevral sivida gram (+) koklar, kiiltiirde
lireme yok

+ Bu hasta 'g g
antibiyotik | &
ahyor..

Yaymada streptokok benzeri goriiniim, kiiltiirde
A grubu streptokok

* Yaymada streptokok benzeri denmis

+ Bir klinisyen bu yoruma giivenmeyecegini ve ampirik
tedaviyi stafilokoku da kapsayacak sekilde
diizenleyecegini bildirmis.

* Yine de yorm hosuna gitmis.

Yaymada streptokok benzeri goriiniim,
kultiirde Aerococcus

* Yayma sonucu yanlis
mi yonlendiriyor?

+ “..’a benzeyen
bakteriler gorildi”
ifadesi sakincali

* Klinisyen yaymaya ne
kadar giiveniyor?

* Klinisyen streptokok
tedavisine yonelseydi
ne olurdu?

Zincir yapan kok=Streptococcus?
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Yaymada streptokok benzeri goriiniim,
kultiirde Nocardia

Zincir yapan kok gibi ama irregiiler goriiniim

-

[F10] Branching, beaded rods of Nocardia asteroides in Gram-stained
smear of sputum. (Bar = 5 um)

Harrington, Laboratory Medicine 2002;33:609-14,

Nocardia

* Grami ile dallanan gram (+) basil, yer yer kétii boyanmig
* Modifiye ARB daha da yonlendirir

Nocardia

Nocardia, sulfur granuli

Nocardia, modifiye ARB +

Beklenmeyen patojenler

o S ‘
D

> ®

e a —

[F17] Trophozoite of Toxoplasma gondii in Gram-stained smear of brain
abscess. (Bar = 5 pm)

Harrington, Laboratory Medicine 2002;33:609-14|
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Gram boyamada gram (+) basil, kiiltiirde

tireme yok
- ’ . . "‘
S s A - L > 4
. " ¥
o
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B - -
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Gram boyamada gram (+) basil, kiiltiirde
iireme yok

* Propionibacterium: Anaerop

+ Kan kiiltiriinde kontaminant olabilir:
—Yalniz bir set kan kiiltiiriinde iireme
— Birkag giin sonra iireme

* Kilinik olarak anlamli:
— Steril viicut sivilarinin yaymasinda pozitif
— Saf olarak lireme
— Kisa siirede iireme

S.aureus vs koagiilaz negatif stafilokoklar

» S.aureus + KNS
—Birbirine benzeyen —irregiiler, boyut
—Geometrik kiimeler degisken
halinde kiigiik — Daha pleomorfik
koklar — Daha biiyiik
—Kiimelerde tek tek — Kiimelerde tek tek
koklar secilebiliyor koklar kaybolur
gibi
— Kiimelerden ¢ok
tetradlar

-Clin Microbiol Procedures Handbook
-Murdoch, J Clin Pathol 2004; 57:199

\ S.aureus vs KNS

Figure 1 Gram skin smears from
poive Bacl) ALERT bood cohure.
botles showing typical cppearances of
Staphylococcus aureus and coagulase

v negaiive staphylococci, with key
:Mvmeusncs stated below in

. ' pmenh:ses A) Anceroic betlle,
Smmui[me\l s, Torge loser; 8]
anaercbic botlle, coagulase negative

%A -4 slq:hylmoacus nmge “cells, tetrads

4 « {artows) and snollcluser) (C)

aerobic botle, 5 aureus (large cells,
: L
3 f'

1
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tight clusers larrows|); (D] cerobic

bottle, ula
po :L ? " g. pert Ly s O
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Murdoch, J Clin Pathol 2004; 57: 199-201

Steril viicut bolgelerinde Gram boyamanin
degerlendirilmesi

— PMNL varhigi ve yogunlugu

— Mikroorganizma varligi, morfolojisi, Gram
ozelligi ve yogunlugu

— Bildirmeden 6nce >3 morfolojik olarak tipik
sekil gézlenmeli

— Yaymada BK olmamasi enfeksiyonu ekarte
etmez

« immiin siipresyon
* Listeria
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Yayma sonuglari

Her pozitifin bildirilmesi
“...’e benzeyen bakteriler”: ne zaman
soyleyebiliriz?

Hasta bir biitiin olarak degerlendirilmeli

+ BOS’ta hiicre ici gram (-) koklar, kiiltiir
negatif
+ Balgam kiiltiiriinde Neisseria meningitidis

+ Balgam yaymasinda da hiicre i¢i gram (-)
koklar

Olasi hatalar

Maya sanilan stafilokok

Koka benzer difteroid

Difteroide benzer streptokok

Basile benzeyen gram negatif
diplokok (Acinetobacter)

Hif ile elastinin karigmasi: elastin boya
aliyor

Hata yapildiginda:

+ Hatay! yapan kisiye sessizce ve 6zel
olarak uyari

* Hatay! yapan kisiye herkesin
duyacagi sekilde uyari

* Herkes igin bir egitim sunumuna
ekleme

Yara Orneklerinin Gram
Boyasi ile incelenmesi
Prof. Dr. Gzay ARIKAN AKAN

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
ibni Sina Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Lab.
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Ylizeyel yaralarda tani ve ornek
alimi 6nemlidir

 Klinik olarak infeksiyon tanisi piriilan
sekresyona ek olarak en az iki kardinal
inflamasyon belirtisi (kizariklik, 1si
artigl, sisme, endirasyon, agn) ile

konur.

- Sistemik hastalik ya da ciddi infeksiyon
diisiiniliyorsa kan kiiltiirt alinir.

IDSA Guidelines, Diabetic Foot Ulcers: CID, 2004

Yuzeyel ulserlerden (diyabetik
ayak-dekubit) ornek alimi

Yiizey, iyot (30 sn) veya sulu iyodofor
(1 dk) ile konsentrik olarak silinir.
iyodin de steril SF ile ayni sekilde
silinir.

Ulser yiizeyi steril gazli bez ile elle
debride edilir ve bez atilir.

Derin ve temiz lilser tabanindan doku
ornegi alinir.

Doku ve aspiratlarda Gram boya degerlendirme
sirasinda dikkat edilecek noktalar

BULGU

YORUM

Abselerden ornek alimi

Yassi epitel hiicresi

Ornek ahm teknigi yanhs, kiiltirde deri
flora kontaminantlan reyebilir

PMNL

Bakteriyel etken aranir, intraselliiler
bakteri aranir

PMNL ve kansik morfolojide gram (-)
ve (+) bakteriler

Kansgik, anaerobik ve aerobik
infeksiyon

Az sayida veya nekrotik gorinusli
PMNL’ler, biiyiik sucuk sekilli gram
(+) veya degisken basiller

Muhtemel Clostridial doku nekrozu.
C.perfringens’e bagh gazh gangren

Nadir PMNL, baska viicut hiicresi yok

immiin yamit iyi degil, veya m.o.lar PNL
yanmtin ortaya gikarmiyor

intraselliiler mikroorganizma

Aktif bakteriyel infeksiyon

Zayif gram negatif basiller

Ozellikle lenf nodu veya dokuda ise
(Brucella, Yersinia, Francisella)

Cilt yiuzeyi alkol ile temizlenir
(konsentrik olarak)

iyot (30sn) veya sulu iyodofor (1 dk)
ile konsentrik olarak silinir.

« lyodin preparati alkol ile temizlenir.
* Siringa ile puy yluzeydeki saglam
deriden girilerek aspire edilir.

Yara orneginin iyi alinmadiginin
kanitlarn

* Ekiivyonda génderilmis 6rnek

* Notropenik olmayan hastada PMNL
gorilmemesi ya da yaymada epitel
hiicresinin PMNL’den daha ¢ok olmasi
(kontaminasyon ya da piiriilan akinti

degil)

« Kultirde karisik bakteri florasi liremesi

Degerlendirme kriterleri

Q234
« Q skoru
* PMNL bagimh sistem
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Q Skor sistemi: Yara orneklerinin Gram
boyama yontemi lizerinden
degerlendirilmesi

* Yaymanin Gram ile -+ Q skor = Caligilacak

incelemesi: potansiyel patojen (PP)
— 0 = Hiicre yok sayisl

—1=1-9/ hpf — Q0= Kiiltiir yapiimaz
—2=10-24/ hpf — Q1= 1 PP galsilir
—3=>25/ hpf — Q2= 2 PP calisilir

— Q3= 3 PP calisilir

Sharp, Clin Microbiol Newsletter 1999; 21(14):118-20

Q Skoru sistemi

Yassi epitel -
0 -1 2 -3
e e 0 3 0 0 0
+
Notrofil 1 2 o o o
+2 3 1 0 0
+3 3 2 1 0

« Q1, Q2 — Ornek kalitesi daha diisiik (yassi epitel sayisi fazla);
caligilacak m.o. sayisi daha az.

« Q3 — Ornek kalitesi yiiksek; 3 m.o.’ya kadar galigilir tanimlama
(ID), antibiyogram (AB)]

« PP sayisi, Q skor sayisini agarsa Gram boya sonucuna doniiliir
ve galisilacak m.o.’lara karar verilir.

« Kiiltiirde lireyen m.o.’lar gram boyama ile uyumsuz ise, sinirl ID
yap (spot test gibi) AB yapma.

* YARALARDA ESAS OLAN GRAM
YAYMA SONUCUDUR

 Q skorlama sistemi kilavuz olarak
sunulmustur, istisnalar ve
modifikasyonlar mimkuanddr.

* Klinisyenlerle birlikte izlenmelidir.

Matkoski C, et al. Evaluation of the Q Score and Q234 Systems for
Cost-Effective and Clinically Relevant Interpretation of Wound
Cultures. J Clin Microbiol 2006; 44:1869-72

Q/234 sistemi

2 PP= Gahisilir
3PP= Gram boyasina bakilir
4PP= Morfolojik tanimlama

2 PP goriliuyorsa ID+AB
3 PP goriliyorsa hepsi morfolojik ID

PMNL’e dayali sistem

» Gram boyamada mevcut PMNL'lerle
iligkili bakteriler incelenir. Epitellerle
iligkili bakteriler bildiriimez.

| Skorlama icin ornek-1 |

* Gram boyamada — Orta PMNL (+2) , az sayida epitel
(-1), yogun gram pozitif kiimeli koklar, yogun gram
pozitif zincirler

+ Kiiltirde — Yogun S.aureus, orta beta-hemolitik
streptokok, orta KNS, az difteroidler

+ Buna gore:

— Q skoru Q1 =1PP
* Morfolojik ID; S.aureus, beta hemolitik
streptokok, karisik flora
— Q234 = 2PP
+ S.aureus ve beta hemolitik streptokoku calig, +
kansik flora
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Skorlama igin ornek-2

+ Gram boyamada — Yogun PMNL (+3), yogun gram
negatif basil (0), yogun gram negatif kokobasil

» Kiiltirde — Orta Klebsiella, orta Bacteroides, az
enterokok

* Buna gore;
— Q skoru Q3 = 3PP
* Klebsiella, Bacteroides, enterokoku ¢alis
— Q234 = 3PP

* Klebsiella, Bacteroides’i galig, enterokoku
identifiye et

Gram boyama ile klinige bildirilecek
durumlar

* Clostridium-benzeri gram (+) basillerin yumusak
doku, aspiratlarda goriimesi.

* PMNL yoklugu ipucu olmali (anaeroblar lipaz ve
fosfolipaz yaparlar bu da PMNL’yi harap eder).

» Gazli gangren, hastanin 24 saatte kaybina
neden olabilir. S.aureus, grup A streptokok
infeksiyonlarinda da gorilebilir.

* Clostridium-benzeri gram (+) basil (ylzeyel
yarada B. anthracis’i dusundurir)

PMNL gorulmuyorsa;

» Hasta notropenik olabilir
— immiin yetmezlik
— Kemoterapi

+ <2 yas hastalarda immiin yanit ortaya
¢ikmayabilir

_ Vajinal ve Uretral Akinti
Orneklerinin Gram Boyasi ile

incelenmesi

Uzm. Dr. Dolunay GULMEZ KIVANG
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Genital sistemden alinan ornekler

Erkek

— Uretra: Eksuda ya da siiriintii

— Testikiiler ya da epididimal aspiratlar veya siiriintii

— Prostat sivisi veya siiriintii

Kadin

— Vulva siiriintiisii

— Vajinal - Servikal siiriintii

— Transservikal endometriyum siiriintiisii veya kazinti (D&C)
— Uretral siiriintii

— Anal siiriintii

— Transabdominal aspirasyon (endometriyum)

— Amniyon sivisi

— Bartolin bezinden aspirat

— Lezyon siiriintiisii, aspirat veya bx: sankr, sankroid, genital lilser
— Lenf nodu aspirati

— Kuldosentez

— Laparoskopik 6rnek

Degerlendirme

« Vajen:
— Rutin kiiltiir anlamh degil.
— Kilinik bilinmeli ve olasi etkene gére igslem ve yorum yapilmal.
— Yayma i¢in skorlama
— Kiiltiirde
« Patojen lireme //gonokok, maya...
« Laktobasil ile diger Giremenin orani

« Laktoz (-) enterik bakteri liremesi—
Salmonella/Shigella/Yersinia agisindan aragtirimal (6z.
cocuklarda). Diger enterikler normal florada bulunabilecegi
icin rapor edilmemeli.
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Aranmasi gereken m.o.lar

* Maya: C.albicans, C.glabrata
* N.gonorrhoeae
 Listeria monocytogenes

» S.agalactiae (gebelerde distal vajen
ve rektumdan 6rnek)

+ S.pyogenes

Normal vajen yaymasi
R . T

Normal vajen yaymasi

Vulvovajinit, vajinit Bakteriyel vajinozis
Hastalik pH |Islak preparat | %10 |Diger testler A AT By
KOH Lactobacillus
Yok 4 — 4.5 | Uzun basiller -
Atrofik >6 -
Kandidiyazis | 4 -4.5 E}s;ﬂ::;:( :Iaer)‘/aan - | Kiiltiir ) Gardnerelly
maya Anaerobes
Bakteriyel >4.5 |“Clue cell” + |Gram 0 4 t
vajinozis boyama Normal conditions Possible reasons Bacterial vaginosis
ntercorse Amsel’s criteria
Trikomoniazis | 5-6 |Flajelli parazit - | Trichomonas %s‘e of spermicids # y
kiiltiirii e o vagial dushes
g‘s}?e([) infections




Bakteriyel vajinozis

Vajen florasinda laktobasillerin azalmasi ve
G.vaginalis (x100), Prevotella, Mobiluncus, siklikla
diger anaeroplar (x1000) ve M.hominis’in baskin hale
gecmesi

Gebelerde prematiire dogum, diisiik, diisiik dogum
agirhgi, amniyon enf., endometrit ile iligkili
%10 KOH eklendiginde amid (balik) kokusu

“Clue cell”’— Yaymada bakterilerce kaplanmis yassi
epitel hiicreleri

Bakteriyel vajinozis etkenleri

Frequently isolated and identified anaerobic (aerobic) bacteria:
Gardnerella vaginalis
Mobiluncus mulieris (long curved rod)
Mobiluncus curtisii (short curved rod)
Bacteroides urealyticus and other spp
Prevorella bivia and other spp
Prophyromonas spp
Fusobacterium nucleatum
Peptostreptococcus spp
Streptococcus morbillorum
Atopobium vaginae

Mycoplasma hominis _elc.

Vajen yaymalarinda Nugent skorlamasi

Hig 1+ 2+ | 3+ | 4+
Orta/biiyiik gr (+) 4 3 2 1 0

basil
Kiigiik gr (-)/V basil| 0 1 2 3 4
Kivrik gr (-)/V basil 0 1 1 2

Dogurganlik ¢gagindaki veya hormon tx alan kadinlar igin
gecerli

— 0-3 normal

— 4-6 orta

— 7-10 bakteriyel vaginozis

Laktobasil 3 veya 4 + ise skor 0-3 olmali (normal flora).

Gardnerella 3 veya 4 + ise skor 7-10 olmal (bakteriyel
vajinozis)

Bakteriyel vajinozis

Bakteriyel vajinozis

ti 3 : er (ok) ile kﬁpll olan clue cell
(Gram x1000). (Isik G, tez)

Bakteriyel vajinozis

g
"Egbd.

Hiicre bﬁtﬁnlagﬁ kaybolmus, igeriye dogru girintiler gésteren (ok) ve
sitoplazmik bosluklar iceren (ok bagi), Gram negatif kokobasiller ile
kapli clue cell (CC) (Gram x 1000). (Isik G, tez)
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Bakteriyel vajinozis

- & VT W

Gram negatif kokobasiller ile kapli clue cell (CC) ve kenarinda
eritrositler (Papanicolau x 1000). (Isik G, tez)

Neisseria gonorrhoeae
Vajen veya uretral akinti

Neisseria gonorrhoeae
Vajen veya uretral akinti

Neisseria gonorrhoeae
Vajen veya uretral akinti
F SRR P R

Neisseria gonorrhoeae
Vajen veya liretral akinti, metilen mavisi

Neisseria gonorrhoeae
Vajen veya liretral akinti, metilen mavisi
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Listeria monocytogenes

* Koyun kanli agarda dar beta-hemoliz
» 22°C’de hareketli, 37°C’de hareketsiz
» Katalaz +

+ CAMP +

* Hippurat +

« Safra-eskiilin +

* Haemophilus ducreyi

— Gram (-) basil

— Sankroid lezyondan
alinmig 6rnekten
yayma — PMNL
icinde ve disinda
“balik akim” seklinde
dizilmis basiller

» Capnocytophaga spp.
— Gram (-) ince basil
— MacConkey’de iiremez
— Oksidaz (-)
— Glukozu fermente eder
(TSrda goriilmeyebilir)
— Genellikle eskiilin (+)

Maya

Maya




Polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) arasinda uzanmis olan
mantar pseudohifleri (ok) ve epitel hiicresi (E).
(Papanicolaou x1000) (Isik G, tez)

S
-

Clue cell ve maya

oG IR - AR

Kokobasillerle kaph olan clue cell (CC) zarina hiicre duvarlariyla
yapisgip, hiicre zarinin seklini alan mantar blastosporlari (ok) ve serbest
kokobasiller (okbagi). (Papanicolaou x1000) (Isik G, tez)

Trichomonas vaginalis, Giemsa

Trichomonas vaginalis, Gram

e

Trichomonas vaginalis, Gram
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Harrington, Laboratory Medicine 2002;33:609-14

Clue cell, maya ve Trichomonas
vaginalis

Clue cell (CC), hemen yaninda yer alan Trichomonas vaginalis (Tv) ve
mantar blastosporlari (ok). (Papanicolau x1000) (Isik G, tez)
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Vajinal yayma, Gram

Vajinal yayma, Gram

Vajinal yayma, Gram
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