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ALT SOLUNUM YOLU ORNEKLERINiIN INCELEMESINDE GRAM BOYAMANIN ONEMi

THE IMPORTANCE OF GRAM STAIN IN THE EXAMINATION OF LOWER RESPIRATORY
SPECIMENS
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OZET

Klinik, radyolojik ve rutin laboratuvar bulgulari pnémoniye yol agcan etken konusunda ipuglari verebilir, ancak spesifik
etyolojik tani icin mikrobiyoloji laboratuvarinin yeterli katkisi gerekir. Tanisal testlerin pnémonili hastalarin
sagaltiminin yénlendiriimesinde yarari olup olmadigi tartismalidir. Bu g¢alismada 2322 balgam 6rneginin Gram
boyama ve kiltlir sonuglarinin karsilastirilarak alt solunum yolu infeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisinda Gram
boyamanin taniya Kkatkisi vurgulanmakta ve ancak deneyimli uzmanlarin belirli kriterlere uyarak yorum yapmasi ile
pnémonili hastalarin tanisal degerlendiriimelerine akilci yaklasilabilecegi ileri sirilmektedir.

SUMMARY

Clinical, radiographic and routine laboratory features of pneumonia can offer clues to the etiologic agent of the
infection, but a specific etiologic diagnosis requires the assistance of the microbiology laboratory. Diagnostic tests are
controversial in the management of pneumonia. In this study, the importance of the Gram stain in microbiologic
diagnosis of lower tract infections is emphasized by comparing Gram stained preparations of 2322 sputum samples
with cultures and it is suggested that a reasonable approach to the diagnostic evaluation of pneumonia is attained
only when interpreted according to criteria by an experienced bacteriologist.

GIRIS

Alt solunum yolu 6rneklerden patojen organizmayi
¢abuk tanimak icin birkag y®éntem vardir. Balgamin
Gram boyamasi, hem balgamin kalitesini hem de ortam-
da egemen olan bakteri yapilarini yansitan, hizl, ucuz,
basit batiin hizli ydntemlerin iginde en kullanigh olanidir.
Tanimlandigi 1883'ten hemen sonra pnémoni tanisinda
kullanilmaya baslanmigtir. Etkenin cinsi agisindan yénlen-
dirici ve ampirik tedavide klinisyene iyi bir yol gdstericidir
(1, 2).

Solunum yolunun bakteri infeksiyonlarinda balgam kul-
tlrine dayali tani yéntemlerinin degeri sinirhdir. Bunun
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en 6nemli nedeni, solunum yolu florasinin ¢ok zengin ol-
masi ve bu floranin hastanin ¢ikardigi balgama az veya
cok bulagsmasidir. Balgamin oral flora ile bulasmamig
olma olasiligi %25'tir (3). Orofarinkste yaklasik 200 farkl
cins anaerop, fakultatif anaerop veya aerop bakteri bulu-
nur. Tikdrikte 108 ml olan bakteri yogunlugu dis
cevresindeki jinjival ceplerde 10'2 ml'ye kadar cikabilil
(4). Hastanin balgam ¢ikarmamasi veya kaliteli olmayan
balgam c¢ikarmasi da bateriyolojik tanidaki engellerden
biridir. Gergcekten de atipik pndmonili ve dehidrate hasta-
lar hi¢ balgam ¢ikaramayabilirler.

195



Laboratuvarlar &rneklerin Gram boyama 6&zelliklerine
bakarak nispeten klinik ise yararhlklarini saptayabilirler.
Balgam yaymalarinin kigik biyutme ile taranmasi
ornegin uygunlugunu ortaya koyar. Orofaringeal epitel
hicre sayisinin polimorf ¢ekirdekli I6kosit (PNL) sayisina
oranina gbére bir skor belirlenir. Her kiguk biyutme
alaninda (x10) 25'in Uzerinde PNL, 10'un altinda epitel
hicresi olan balgamlar calismaya uygun &rneklerdir.
Gok lékositin olmasi érnegin degerlendirilebilir oldugunu
isaret etmez. Her klc¢lk buyitme alaninda (x10)>10 epi-
tel iceren drnekler incelemeye alinmaz. Klinisyen durum-
dan haberdar edilir ve yeni érnek istenir. Gram boyali
preparatin immersiyon objektifi ile incelenmesiyle bakter-
inin karekteri tanimlanir. Gram reaksiyonu, morfolojisi,
doku, inflamatuvar hiicre ve mikroorganizma dizenlen-
mesi, érnegin, tipi klinisyene infeksiyonun ciddiyeti ve or-
ganizmalarin dnemi konusunda ipuglari verir. Lokositler,
hastaligin erken veya ge¢ déneminde, I6kopenik hasta-
larda veya ortamda l6kotoksik mikroorganizma varsa, az
sayida bulunabilir. Cok cesitli mikroorganizmalarin
varlginda ortamda epitel hiicreleri olsa da olmasa da flora
elemanlar ile kontaminasyon disunulebilir (5). Bu kri-
terler pnémonin varligini veya yoklugunu saptamada
degil, pnémoniye neden olan etyolojik ajanin dogru
taniya yardim etmesi igindir (6).

Pozitif balgam kdltiiri de pnémoni tanisinda en guvenilir
testtir, ancak Gram boyamadan bagimsiz degerlendiril-
memelidir (7). Klinik 6rneklerde gérilen egemen orga-
nizmalar kultirde Gremez ise anaerobik, nazik veya anti-
biyotik-hasarli bakterilere isaret edebilir (5). Yaymalari
kdltar kriterlerine uygun balgamlarda Legionella, Chla-
mydia, Mycoplasma veya Mycobacteria da arastirimasi
Onerilir (8).

Bu calismada, poliklinik hastasi veya hastanede yatan
hasta ayirimi yapmadan, klinik ve radyolojik olarak alt
solunum yolu (ASY) infeksiyonu duslnilen hastalardan,
ideal uygunlukta génderilen balgamlarin etyolojik taniya
katkilarini, uygunluktan uzak &rneklerin kiltir sonugla-
rinin ise nasil sapma goésterebilecegi arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Laboratuvara tiberkiloz digi bakteriyel inceleme igin
gelen balgam &rneklerinin makroskobik olarak uygun
gobrilenlerinden énce lam lizerinde yayma yapildi. Hava-
da kuruyan yaymalar ateste tespit edilip Gram boyama
yoéntemi ile boyandi. Gram boyanan her preparat, gelen
materyalin Gram preparatinin kiltlr ile uyumunun test
edilmesi icin nonspesifik kultire alindi. Ekimler kanli
agar, EMB agar ve at kanli gukulata agara yapildi. Ekim
alaninin birinci veya ikinci ¢aprazlama bélgesinde saf
klltur veya egemen olarak Ureyen bakteriler infeksiyon
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etkeni olarak tanimlandi. Atipik mikroorganizmalar
(Legionella, Mycoplasma, Chlamydia) ve anaerop bakterile!
calisma sinirlari diginda birakildi.

Balgam ornekleri Gram boyamada saptanan epitel ve
I6kosit yogunluguna goére alti ayri gruba ayrildi. Tablo
1'de de izlendigi gibi, I6kosit sayisi x10 blyltmede het
alanda 10'un altinda, epitel sayisi 25'in Ustlinde olan bal-
gamlar birinci grup; I6kositi her alanda 10-25 arasinda
kalan balgamlar dérdinci grup; l6kosit sayisi 25'in
Uzerinde ve epitel yogunlugu 10'un altinda olanlar
besinci grup ve son olarak I6kosit yogunlugu 10-25
arasinda kalirken epitel sayisi 10'un altinda olan bal-
gamlar altinci grup olarak gruplandiriimiglardir.

BULGULAR

Aralik 1998-Haziran 2000 tarihleri arasinda olmak (zere
2322 balgam 6rnegi incelendi. Hasta grubu 445'i kadin
ve 1877'si erkek yetiskinden olugsmustur.

Toplam 2322 balgam 6rneginin 880'inde (%37.8) mikros-
kobide egemen olarak izlenen etkenler Uredi. Yirmi-alti
(%1.1) drnekte ise mikroskobide izlenen mikroorganiz-
malardan farkli morfolojide bir bakteri Uredi veya hig
Ureme olmadi. Geride kalan 1416 (%60.9) balgamda
saptanan Ureme orofaringeal flora bakterilerinin karigik
Uremesi olarak degerlendirilmistir.

Tablo 1'de gorlldigl gibi, epitel sayisinin 25'in (izerinde
oldugu balgam yaymasi gruplarinda hemen butlin
kiltirlerde flora elemanlarinin  6zellik géstermeyen
Uremeleri izlenmistir. izlenen az sayida bakteri koloni-
zasyonunun sadece iki tanesi Gram boyama prepar-
atinda gérulen egemen bakteri morfolojisi ile uyumlu bu-
lunmustur. Toplam 2322 balgam 6rnegi icinde sadece
61 (%2.6) tanesinin epitel hlcresi 25'in (zerinde sap-
tanmistir. Epitel hiicre sayisinin 10-25 arasinda kaldigi
dordiinct grupta 57 balgamin 38'inde flora elemanlar
Uremis, ancak 18 balgamda mikroskobilerinde de izle-
nen 20 tane etken izole edilmistir. Besinci ve altinci gru-
plara gelindiginde, incelemeye alinan balgam sayisinda
buylk oranda artis oldugu gérilmektedir. Besinci grupta
flora bakterilerinin Uremesi o grupta incelenen balgam
sayisina orani %52'de kalmistir. Bu grupta c¢alisan 501
balgamdan toplam 514 etken izole edilmis, iki balgamda
saptanan Ureme mikroskobileri ile uyumlu olmamistir
Bu oran tim gruplar iginde ulasilan en iyi sayidir. Altinci
grupta ise flora bakterilerinin Greme orani %66'ya yik-
selmistir. Ugylizdoksan balgam 6rneginde patojen sap-
tanmig, bu drneklerin 30'unda birden fazla etken, pato-
jen olarak degerlendirilmigtir. Yirmi-iki balgamda izlener
ireme mikroskobi ile uyumlu bulunmamistir. Ureyen bak-
teriler g6zénlne alindiginda besinci grupta en fazla
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oranda Ureme, sirasiyla, Pseudomonas (%23.8),
Haemophilus (%18), Moraxella (%13.3), Acinetobacter
(%11.9) ve S. pneumoniae (%11.7) turlerinde olmustur.
Altinci grupta ise yine en fazla izole edilen etken Pseu-
domonas (%21.6) olmustur. Siklik sirasina gére izole
edilen diger bakteriler ise Acinetobacter (%17.7),Moraxella
(%14.3) ve Haemophilus (%13) kdkenleri olarak izlen-
mistir. Bu grupta, S. pneumoniae izolasyon orani %7.5'a
gerilemigtir.

TARTISMA

Alt solunum yolu infeksiyonlarinda balgamin incelenmesi
ile alinan sonuglar sinirlidir. Bunun nedeni, balgamin
cikarilmasi sirasinda blyik oranda nazofarinks ve oral
flora ile karigmasidir. Klinikte baglantili olarak ve belirli
kurallara uyularak degerli sonuglar alinabilir (5).

Kliniklere diisen en énemli gérev, uygun 6rnegin dogru
etiketlenerek laboratuvara zamaninda ulastiriimasidir.
Laboratuvarda da yapilmasi gereken ilk islem, érneklerin
uygunluk agisindan makroskobik olarak gdzden gegiril-
mesidir. Uygun olmayan balgam &rnekleri kesinlikle
incelenmemelidir. Laboratuvara tuberkiloz disi bakteriyel
incelemeler amaciyla ginde ortalama 15-25 balgam
Ornegi girmektedir. Laboratuvara gelen balgamlar ilk

asamada makroskobik olarak degerlendirilip kaliteli
olmayan, tikurlUkten ibaret, icinde yiyecek artiklar ve
bagka yabanci cisimler bulunan balgamlar hi¢ isleme
alinmamaktadir. Génderilen balgamlar bu nedenlerden
dolay! glnler arasinda ortalama %20-45 oraninda geri
cevrilmektedir. Buna karsin klasik kriterleri tasiyan
besinci grupta kalan balgamlarin kabul edilen balgamla-
ra orani %45 olabilmistir. Calismalar, degisik yéntemler
kullanilsa bile laboratuvara kabul edilen tim balgam
orneklerinin  %28-75'inin kultire uygun olmayacagini
gostermektedir (7). Glekmann ve ark. (9) bakteriyel
pnémonili 144 hastanin 59'undan (%41) uygun 6zellikte
balgam alabilmigler ve bu 59 balgamin 47'sinde (%79)
egemen bakteri morfotipi ayirdetmislerdir. Antibiyotik
seciminin genis bir hasta kisminda Gram boyamaya
bakilarak  yapilabilece@ini  6nermektedirler. Baska
calismalar ise pnémonili hastalarin %54-94'Unln balgam
¢ikarabildigini, bunlarin %36-73'Unln kontaminasyon ve
purtlans agisindan mikroskobik kriterlere uydugunu
gostermektedir (7).

Bu calismada 6rnekler alti gruba ayniimistir. Sonuglar,
her grubun hem kendi icinde hem de diger gruplarla
karsilastirilarak degerlendirildi. incelenen 2322 balgam
Ornegi icinde epitel sayisi her alanda 25'in Gizerinde olan

Tablo 1. incelenen balgamlarin Gram boyama ve killtiir sonuglarina gére gruplara ayriimasi

Lékosit  Epitel Balgam Flora Mikroskobi ile kiltlrin uyumlu oldugu Mikroskobi ile uyumsuz kiltlrlerde
sayisl sayIsl balgam 6rneklerinin ve reyen Ureyen etkenlerin sayisi ve cinsleri
etkenlerin sayisi ve cinsleri
1 <10 >25 13 13 - -
2 1025 >25 33 30 (%91) Pndémokok: 1 Moraxella: 1 Klebsiella: 1, Acinetobacter. 1
(2 balgam 6rnegi) (Tek balgam)
3 >25 >25 15 15 - -
4 25 10-25 57 38 (%66) 18 balgam 6rnegi (%31.5) 20 izolat* 1 Moraxella, 1 Candida
* 1 P. mirabilis, 5Moraxella, 2 Acinetobacter ~ (Tek balgam)
2 Pseudomonas, 5 Klebsiella, 2 pnédmokok,
4 S. aureus 1 Candida, 3 enterokok
5 >25 <10 1050 549 (%52) 499 balgam 6rnegdi (%47.5) 2 balgam 6érnegi
511 izolat** 1 Ps, 1 Candida 1 pnémokok
** 31 Klebsiella 25 S. aureus,
122 Pseudomonas, 92 Haemophilus,
68 Moraxella, 9 Candida, 13 E. coli,
2P. mirabilis, 61 Acinetobacter, 60 pnémokok
8 S. viridans, 16 Enterobacter,3 enterokok,
1 Morganella sp.
6 10-25 <10 1154 771 (%66) 361 balgam 6rnegi (%31.2) 384 izolat™* 22 balgam 6rnegi (%1.9) 29 izolat

***83 Pseudomonas, 20 S. aureus

68 Acinetobacter, 55 Moraxella, 33 Klebsiella
29 pnémokok, 50 Haemophilus,

20 Enterobacter2 S. viridans, 7 E. coli,

13 Candida,1 enterokok, 1 P. vulgais,

1 P. mirabilis, 1 A grubu beta-hemolitik

streptokok

6 Klebsiella, 5 Acinetobacter

4 Moraxella, 4 Pseudomonas,

2 pnédmokok, 2 Enterobacter,

2 Haemophilus, 2 Candida,

2 Aeromonas, 2 MRSA, 1 S. aureut
1 enterokok

(Yuzde oranlari her grupta incelenen balgam sayisinin o grupta Ureyen bakterilere oranidir).

MRSA: Metisiline direncli Staphylococcus aureus

Cilt 16, Sayi 2, Nisan 2002

197



(1, 2 ve 3. gruplar) sadece 61 (%2.6) balgam érneginin
olmasi, laboratuvarda klinik érneklerin laboratuvara ka-
buli sirasinda ¢iplak gézle makroskobik olarak deger-
lendirmenin ise yaramayan &rneklerin isleme alinmasini
6nemli oranda 6nledigi izlenimi vermektedir. Epitel hiicre
sayisinin 10-25 arasinda kaldigi 4. grupta, Gram boyali
preparata bakilarak 6ngérilen bakteri Uremesi isleme
alinan balgam sayisina oranla artmaya baslamistir. Bir
6nceki grupta da I6kosit sayisi her alanda 25'in Uizerinde
olmasina karsin bu grupta anlamli Gremenin olmasi epi-
tel hicresi yogunlugunun flora elemanlarinin kultire
bulastigini gdsteren 6nemli bir parametre oldugunu
gbstermektedir. Ayrca isleme kabul edilen balgam
sayisinin énceki gruplara gére biraz daha fazla olmasi,
epitel hlcresi yogunlugunun azalmasiyla birlikte I6kosit
sayisinin artmasinin balgam pirilansini arttigirdigr ve
makroskobik degerlendirmenin zorlastigini, bu nedenle
bu gruptan itibbaren Gram yayma preparatlarinin bal-
gamin kalitesinin saptanmasi agisindan éneminin artigi
izlenmektedir. Besinci grup ideal olarak epitel sayisi her
alanda 10'un altinda ve l6kosit sayisi 25'n Ustlinde olan
uygun balgam &rneklerinden olugsmustur. Mikroskobi ile
uyumlu Gremenin uyumsuz lremeye orani belirgin dere-
cede fazla olmustur. Kiltir sonuglari ile en iyi korelas-
yon da bu gruptadir. Lékosit yognulugunun azaldigi
altinci ve son grupta flora elemanlarinin Greme orani
yine artis gbstermistir. Bu grupta dikkati ¢ceken, mikros-
kobi ile uyumsuz Ureme sayisinda artis olmasi ve ayni
hastadan birden fazla etken izole edilmesidir. Besinci ve
altinci gruplarda Ureyen ve mikroskobide de gérilmus
olan etkenler daha ¢ok Gram-negatif infeksiyonlar yazar-
larin gahsti@i hastanenin florasinin ve hasta populasyo-
nunun (yash, kemoterapi alan, uzun slre yatan ve
yogun bakim hastalar) bir 6zelligidir. Altinci grupta dik-
kat ¢ceken baska bir nokta, purtlansin azalmasi ile bir-
likte, S. pneumoniae basta olmak Uzere, Haemophilus
ve Moraxella grubunun hem Gram boyamada egemen-
liklerini yitirmeleri hem de izolasyon oraninin dismus
olmasidir.

Bu konuda yapilan bir calismada (10); 224 uygun bal-
gam 6rneginde 1/3 balgamda boyamada gériilen bakte-
riler ile kiltirde Ureyen bakteriler uyum gésterdigi,
treme olup da yayma ile zayif uyum gdsterenbakterilerin
Gram-negatif basiller 6zellikle H. influenzae oldugu sap-
tanmistir. Bu ¢alismada Haemophilus grubu bakterilerin
Ureme ve yayma ile uyumlari oldukga iyi olarak izlen-
mistir. Haemophilus influenzae Ureyen balgamlarin
besinci grupta olanlarinin hepsinde, altinci gruptakilerde
ise 52 6rnegin 50'sinde Gram boyamada Haemophilus
tir0 bakteri morfolojisinde mikroorganizmalar egemen
olarak izlenmisgtir.
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Balgam disinda endotrakeal aspiratlarin mikroskobik
bakisinin Ureyecek bakterinin kolonizasyon veya infek-
siyon etkeni oldugunu gdstermesi agisindan etkili oldugu
disinldimistir (11). Trakeal aspiratlarin Gram boya-
masinin antibiyotik sec¢iminde rehber olup olamaya-
cagini saptamak i¢in yapilan bir ¢galismada (12), kiltur-
gram boyama uygunlugu ortalama %52-56 bulunmustur.
Gram-negatif basillerin gorldigu yaymalarin kiltirle uyu-
mu %89-91, Gram-pozitif koklarin %33-35 oldugu sap-
tanmistir. Gram-pozitif koklarin neden oldugu infeksiyon-
da Gram boyama disinda baska klinik bulgulara ihtiyag
oldugu dustnilmuistur (12). Rein ve ark. (13) balgamda
Gram-pozitif lanset bi¢imli diplokoklarin bulunmasinin S.
pneumoniae varligini %48 duyarlilik ve %100 &6zgulllk
ile gbsterdigini bulmuglardir. Herhangi bir Gram-poziti
diplokokkun varligi pnémokok tanisi i¢ in daha duyarl,
ancak daha az 6zguldir. Birgok calismada balgamda
Gram-pozitif diplokok varliginin pndmokok pndmonisi
tanisi igin yuksek 6zgllligi oldugu sdylenmektedir (7).
Bunun yaninda, bir baska ¢alismada (14); post-travmatik
nozokomiyal pnémonili hastalarda nozokomiyal pnémoni
ve post-travmatik inflamatuvar yaniti ayirdedebilmek ve
gereksiz yere antibiyotik tedavisinin uzamasini engelle-
mek icin BAL yapilmistir. Kltlr sonuglan ¢ikana kadar
Gram-boyama ile sonuglar kestirimeye ¢alisiimigtir. Gram-
pozitif bakteri pnémonisi olan hastalarin %80'ninden,
Gram-negatif pnémonisi olan hastalarin %40'indan Gram-
pozitif basiller; Gram-pozitif bakteri pndmonisi olana has-
talarin %52'sinden ve Gram-negatif pnémonisi olan has-
talarin %77'sinden Gram-negatif bakteriler dremistir. Bu
¢alismada kultir ile Gram boyamanin uyumu iyi bulun-
mamigtir (14).

Bircok ¢alismada balgamin Gram boyamasinin yararinin
farkli yorumlandigi gorilmektedir. Klinisyeni yaniltan
sonuglar da verebilecedi i¢in érneg@in alinmasindan bo-
yama ve kulturin degerlendiriimesine kadar yapilan
islemlerin standardize edilmesi gereklidir. Bu noktada iyi
bir laboratuvar-klinik igbirligi kadar, gergekten de
degerlendiren kisinin bilgi ve deneyimi 6nem kazanmak-
tadir. Degerlendiren kisiye bagl olarak farkli durumlarda
6zgullik ve duyarliigin degistigi gérilmektedir. Merill ve
ark. (15) pnémoklari tanimada deneyimli laboratuvar
calisanlarinin klinik hekimlerinden daha basarili oldugu-
nu ortaya koymustur.

Pnémonilerde maliyet-yarar agisindan bakildginda, am-
pirik tedavinin blirlenmesinde ve komplikasyonlarin
6nceden kestirilmesinde bir cok otorite birinci basamakta
g6gis radyogrami ile birlikte Gram boyama ve kdltiirin
yapiimasini 6nermektedir (16). Kronik obstriktif akciger
hastaliginin akut ataginda atagin bakteriyel olup ol-
madi§i konusunda en yararli inceleme Gram boyama ile
yapilir (17). IDSA Amerikan infeksiyon Hastaliklari
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Dernegi (IDSA) butiin hastaliklarda olanaklarin oldugu
hastalarda Gram boyama ve balgam kiltirinin yapil-
masini énermektedir (18). Balgam boyamasinin degerlen-
dirilmesi hem balgam kalitesini hem de icerdigi mikroor-
ganizmalarin gérilebildigi icin ampirik antibiyotik tedavi-
sine rehberlik eder ve balgam kultlrinin degerlendiril-
mesine yardimci olur (9). Gram boyama ve sonra
yapilan balgam kultiri ve antibiyogrami gibi noninvazif
testler gereksiz yere yeni ¢ikan pahali antibiyotiklerin ru-
tin kullaniminin gereksizligini ve konvansiyonel genis
spektrumlu antibiyotiklerin tedavide hala yerlerini koru-
duklarini gosterebilir (20).

KAYNAKLAR

Sonug olarak, bu galismada mikroskobik kriterlere en
fazla sadik kalinan grupta Gram boyama ve Kkdltr
sonuglarinin korelasyonu en iyi bulunmustur. Pirdlansin
azaldig1 6rneklerde solunum yoluna 6zgl patojen bakte-
rilerin (S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis)
ayird edilmesi olasihgi azalmistir.

Uygun &rneklerin islendigi durumlarda tani ve tedaviye
iyi rehberlik edecek basit, kolay ve ucuz bir yéntem olan
Gram boyamasinin kiltire alinacak tim alt solunum
yolu &rneklerinde mutlaka yapilmasi gerekir. Kultir ve
antibiyogram gibi noninvazif testlerin de kosullarin uygun
oldugu durumlarda uygulanmasi yararl olacakitir.
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