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Özet 
Direkt mikroskopik incelemenin çok önemli olduğu end-

oftalmi olgularında, ön kamara ve vitreustan alınan örnekler 
akridin oranj (AO) ve Gram boyası ile incelenip, kültür 
sonuçlan ile karşılaştırılarak AO boyasının duyarlılığı 
araştırıldı. Akut postoperatif endoftalmî tanısı alan 22 hastada 
intraoküler örneklerden kültür ve direkt mikroskopik inceleme 
yapıldı. Ön kamara ve vitreus materyallerinde akridin oranj ve 
Gram ile boyanan preparatlar birbirinden bağımsız olarak 
değerlendirildi. AO ile boyanan preparatlar fluoresan 
mikroskopta incelendi ve mikroorganizma görülen örneklerde 
aynı lamda Gram boyama yapılarak mikroorganizmanın Gram 
özelliği değerlendirildi. Yirmiiki endoftalmi olgusunun 19'un
da (%86) kültürlerde mikroorganizma izolasyonu yapılırken, 3 
olguda kültürde üreme olmadı. AO ile direkt mikroskopik 
olarak incelenen preparatların 18'inde (%82) , doğrudan 
Gram boyası ile boyanan preparatların ise ¡4'ünde (%64) 
mikroorganizma saptandı. Özellikle protein içeriği fazla olan 
pürülan örneklerde Gram boyamanın değerlendirilmesi 
güçlükler göstermektedir. AO ile mikroorganizmanın varlığı 
kanıtlandıktan sonra aynı preparatta Gram boyama yapılması 
değerlendirmeyi kolaylaştırıp, duyarlılığı arttırmaktadır Bu 
şekilde, AO yöntemi ile direkt mikroskopik inceleme yapıl
masının acil tedavinin çok önemli olduğu bu olgularda ampirik 
tedavinin planlanmasını daha sağlıklı kılacağım düşünmekte
yiz. 
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Endoftalmi tedavisindeki gecikme, hem görme kay

bı hem de medikolegal problemleri beraberinde getire

ceği için doğru, hassas ve hızlı tanısal testler çok önem

lidir (1). Her şüphelenilen olguda intraoküler, özellikle 
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• — Summary —• • 
Direct microscobic examination of intraocular speci

mens, particularly vitreus can provide a more rapid way to de
tect the responsible microorganism. The purpose of this study 
was to compare the sensitivity of acridlne orange (AO) and 
Gram staining to determine whether AO offers any advan
tages. We made the direct microscobic examination and cul
tured the intraocular samples of 22 patients in whom acute 
postoperative endophthalmitis was diagnosed. Double smears 
of each specimen were prepared. After the AO-stained speci
mens had been examined on fluorescence microscopy, same 
specimens were stainedwith Gram. Overall, AO was more sen
sitive than the Grdm stain (AO 82%, Gram stain 64%). While 
19 of 22 cases were culture positive, no microorganism was 
identified in 3. We conclude that AO staining is a sensitive 
method especially for selected purulant specimens in which 
protein artefacts result in difficulties of interpretation. 
Reexamination of the positive smears with Gram stain to de
termine the morphology and Gram staining character of the 
responsible microorganism offers an additional advantage of 
AO staining. 
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de vitreus örneği almak esastır. Hızlı tanısal testlerden 

mikroskopik inceleme özell ikle 5-10 dakika gibi kısa 

sürede hazırlanabildiği için acil tam ve tedavi gerektiren 

bu olgularda çok faydalıdır (2). Mikroskopik incelemede 

büyük çoğunlukla Gram ve Giemsa boyaları kullanıl

maktadır. 

Bu ça l ı şmada kl inik bulguları ile akut endoftalmi 

tanısı konu lmuş hasta grubunda ön kamara ve vitreustan 

alman örneklerde yapı lan akridin oranj ( A O ) , Gram 
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boyama ve kültür sonuç lan tanı ve ampirik tedavinin 
yönlendir i lmesi açısından değerlendiri lmiştir . 

Gereç ve Yöntem 
Çal ışmaya S.B. Ankara Hastanesinde, Aral ık 1992-

Ocak 1996 yılları arasında akut postoperatif endoftalmi 
tanısı konmuş 22 hasta alındı. Olgulardan 10'u aynı has
tanede öpere edi lmiş, 12'si ise değişik merkezlerden re
lere edilmişti . Olguların 17'si ekstrakapsüler katarakt 
ekstraksiyonu ( E K K E ) ve göz içi lensi (GİL) implantas-
yontından, 2'si sekonder GİL implantasyonundan, 2'si 
E K K E , biri intrakapsüler katarakt cerrahisinden sonra 
izlendi. 

Kültür a l ımına bilateral olarak konjonktivalardan 
başlandı. Oksibuprokain hidroklorür ile topikal anestezi, 
%2 lignokain (%0.00125 epinefrinli) ile kapak ve retro-
bulber anestezi yapıldı. Ön kamara sıvısı aspirasyonu 27 
G iğne kullanılarak limbusa yakın korneadan girilerek 
alındı. A r k a kapsülü olmayan veya arka kapsülün bütün
lüğünün bozulmuş olduğu olgularda aynı giriş yerinden, 
diğer olgularda ise pars planadan 22-23 G iğne ile 0.2-
0.3 ml vitreus aspirasyonu yapıldı . 

Alınan örneklerden, AO için teflon kaplı özel lama 
(Bio-Merieux), Gram için ise direkt lama yayma hazır
landı. Ardından ön kamara sıvısı ve vitreus aspirasyon 
materyali yaymalar ile birlikte kl inik mikrobiyoloji la-
boratuvarına ulaştırıldı. Mikrobiyolo j ik iş lemler üç aşa
mada gerçekleştirildi. 

Gram boyama: Alevde tespitten sonra Gram yönte
mi ile boyanan preparatlar ışık mikroskobunda, immer-
siyon objektifinde, x l 0 0 0 büyütmede incelendi. 

Akr id in Oranj boyama: Teflon kaplı lamlar pH=4 
asetat tamponda hazır lanmış akridin oranj ile 1 dakika 
boyandı . Fluoresan mikroskobunda x l 0 0 , x400, x l 0 0 0 
büyütmelerde incelendi. Mikroorganizma görülen lamlar 
Gram yöntemi ile tekrar boyandı . İşık mikroskobunda 
mik roo rgan i zman ın Gram boyanma özel l iğ i değer 
lendirildi. 

Kültür: Her iki örnekten de % 5 koyun kanlı agar, 
çukulata agar ve E M B ağara direkt ekimler yapıldı . Aynı 
örnekler t iyogl ikola t l ı buyyonda zeng in le ş t i r i lmeye 
alındı. Aerob ortamda, 37°C 'da , 24 saat inkubasyondan 
sonra direkt ekimlerde elde edilen üremeler değer
lendirildi. Üremenin olmadığı örneklerde zenginleştirici 
buyyondan aynı üç besi yerine pasajlar yapı ld ı . 
Zenginleşt i rme pasajları da 24 saat 37°C 'da inkübe 
edildikten sonra değerlendiri ldi . İdentifıkasyon klasik 
biyokimyasal testler ve yöntemler le yapıldı . 

Her iki örnekten de % 5 koyun kanlı ağara yapılan 
ikinci bir ekim BR38 (Oxoid) GasPackler ile sağlanan 
anaerob ortamda 37C'da 48 saat inkübe edilerek anae-

rob bakteri üremesi yönünden değerlendiri ldi . Yine 
örnekler Sabouraud besiyerine ekilerek mantar üremesi 
yönünden takip edildi. 

Herbir incelemede ön kamara ve/veya vitreus aspi
rasyon örneğindeki pozitiflik anlamlı kabul edildi. 

Bulgular 
Y i r m i i k i endoftalmi olgusunun 19'unda (% 86) 

kültürlerde mikroorganizma izole edilirken, 3 olguda 
kültürde üreme olmadı . İzole edilen mikroorganizmalar 
Tablo 1 'de gösteri ldi . Anaerob bakteri ve mantar ü reme
si olmadı . 

AO ile floresan mikroskopta yap ı l an direkt 
mikroskopik incelemede vitreustan alınan örneklerin 
18'inde (%82) mikroorganizma saptandı (Tablo 2). Ön 
kamaradan alınan örneklerin değerlendir i lmesinde ise, 
16 yaymada (%73) AO boyası ile mikroorganizma tespit 
edildi. AO ile boyama kalitesinin çok iyi olduğu gözlen
di . Bakteriler parlak turuncu, inflamatuvar hücreler ise 
siyah zeminde açık yeşil-sarı izlendi. 

Çoğu pozi t i f A O boyası düşük büyütmelerde ( x l 0 0 
ve x 400) değerlendiri lebildi . İmmers iyon objektifinin 
x !000 b ü y ü t m e s i m i k r o o r g a n i z m a n ı n morfoloj is ini 
değer lendirmede ve preparata negatif tanısı koymadan 
önce şüpheli olanları ekarte etmede kullanıldı. Küçük 
büyütmede değer lendi rme olanağı AO incelenmesinin 
daha hızlı yapı labi lmesini sağladı . A O ' d a n sonra aynı 
preparatta Gram boyama yapı lan tüm örneklerde in-

Tab lo 1. Kültür pozi t i f 19 olguda izole edilen mikroor
ganizmaların dağılımı 

Bakteri Olgu Sayısı 

Koagülaz (-) staphylococcus spp. 6 
Streptococcus pneumonia 5 
Staphylococcus aureus 2 
Pseudomonas aeruginosa 2 
Haemophylus influenzae 1 
Enterobacter spp. 1 
Streptococcus viridans 1 
Enterocoeeus faccalis ] 

Tab lo 2. Endoftalmi olgularında vitreustan alınan 
örneklerde kullanılan yöntemler in duyarlılıkları 

Gerçek Pozitif Duyarlılık 
Yöntem ın25 % 

AO boyası ile yayma 18 82 
Gram boyası ile yayma 14 64 
İntraoküler kültür 19 86 
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celeme, doğrudan Gram boyamaya alman örneklere göre 
daha kolay değerlendiri lebil ir bulundu. 

Sadece Gram boyama ile incelenen vitreus örnek
lerinin preparat lannın % 6 4 ' ü n d e mikroorganizma sap
tanırken, ön kamaradan alman örneklerin 13 'ünde (%59) 
mikroorganizma tespit edildi. Her ik i boyama yöntemi 
ve kültürün duyarlılık değerleri Tablo 2'de gösteril
miştir. 

Kül türde plazma koagülaz negatif Staphylococcus 
spp. üreyen 2 olguda AO negatif iken, A O ' d a tespit 
edilen, Gram boyası ile de gram pozi t i f diplokok 
(pnömokok?) görülen bir olguda kültürde üreme olmadı . 
AO ile izlenirken Gram boyas ı ile g ö r ü l e m e y e n 
mikroorganizmalar H. influenzae, S. pneumoniae, P. 
aeruginosa ile plazma koagülaz negatif stafilokok idi . İki 
olguda ise her üç yöntemle de mikroorganizma saptana
madı . 

Tartışma 
Erken tanı ve acil tedavinin çok önemli olduğu end-

oftalmi olgularında, son yıl larda özellikle intravitreal 
uygulamadan sonra, arka kutupta infarkt sahaları şeklin
deki aminoglikozid toksisitesinin izlenmesi ile ampirik 
tedavide uygulanan aminoglikozidlerle i lg i l i yeni bir 
tart ışma gündeme gelmiştir (3,4). Bazı yazarlar olası bir 
aminogl ikozid toksisitesinden k a ç ı n m a k için gram 
negatif organizma saptanınca intravitreal aminoglikozid 
yapılmasını önermektedir (5). 

Tüm enfeksiyonlarda olduğu gibi endoftalmide de 
kesin tanı ve etkenin antibiyotik duyarlılık durumunun 
sap t anmas ında kül tür referans yön temdi r . Ancak 
materyal miktarının oldukça kısıtlı olduğu bu enfek
siyonda, özel l ik le mikroorganizma sayıs ın ın da az 
olduğu olgularda zenginleşt i rme pasajları da gerekmek
te, dolayısıyla kesin tanının konmas ı 24-48 saati bula
bilmektedir. A m p i r i k tedavinin y ö n l e n d i r i l m e s i n d e 
kültürün pek yararı o lamaması mikroskopik inceleme 
yöntemlerini bir kere daha ön plana çıkarmıştır. Ancak 
kültür pozitif örneklerin sadece %68'inde Gram boya
sının olumlu sonuç verdiği bildirilmektedir (6). Özellik
le pürülan materyallerin yüksek protein içeriği yanıltıcı 
sonuçlarda rol oynamaktadır . 

AO bakteri ve diğer hücrelerin nükleik asitlerini bo
yar. Bazal şartlar altında, r ibonükleik asit turuncuya, de-
oksiribonükleik asit yeşile boyanır . AO boyası , kl inik 
laboratuvarlarda çok çeşitli uygulama alanları olmakla 
birlikte, çoğu kl inik mikrobiyolog tarafından önemi çok 
an la ş ı l amamış bir boyad ı r (7,8). Çeşi t l i k l in ik 
materyallerde A O , Gram ile karşı laşt ır ı ldığında A O T n 
Gram'a göre daha duyarlı o lduğu ancak her ikisinin de 
özgül lüğünün eşit o lduğu bildirilmiştir (9). Ça l ı şmamız
da da AO boyası Gram'a göre daha duyarlı bulunmuştur. 

Diğer bir üs tünlüğünün ise, zeminin kontrast olması ne
deniyle Gram'a göre özell ikle pürülan örneklerde, yay
maların kolay yorumlanmas ı olduğu düşünülmüştür. AO 
örneklerinde yanılt ıcı sonuçlara yol açabilecek turuncu 
artefaktlara nadiren rastlanmıştır. 

Di lüsyon çal ışmaları , duyarlıl ığın alt sınırını AO 
için I0 4 colony forming unit/ml ve Gram boyası için KP 
colony forming unit/ml olarak bildirmektedir (9,10). Bu 
şekilde A O T n tayin ettiği bakteri konsantrasyonu Gram 
boyasının 10 katı azdır. Bu dilüsyon çalışmaları , kl inik 
olarak A O T n daha duyarl ı olması ile de uyumludur. 

AO boyas ın ın ku l lan ımı fluoresan mikroskoba 
ihtiyaç göstermektedir . Bu da yaygın kullanımım en
gellemektedir. Daha nadir olmakla birlikte yanlış yo
rumlamalar sorun oluşturabilir. Fluoresan mikroskopta 
çalışmış deneyimli elemanlara da ihtiyaç gösterir. İn-
tegritesi bozulmuş lökosit lerdeki granüller kok olarak 
yorumlanabilir veya ölü bakteri ve kontaminantlar da 
boya alabilir. 

AO ile pozi t i f yaymalar mikroorganizmalar ın Gram 
reaksiyonunu belirlemek için Gram ile de boyanmalıdır . 
Aynı preparatm Gram ile de boyanabilmesi, özellikle 
materyalin çok kısıtlı o lduğu endoftalmi olgularında 
önemli bir avantajdır. Bu yön tem ile her ik i boyanın ard 
arda yapıl ıp incelenmesi 30-60 dakikalık bir sürede 
gerçekleşmişt i r . Dolay ıs ıy la ampirik tedavinin yön
lendirilmesinde bu yön tem oldukça avantajlı gözükmek
tedir. 

Sonuç olarak endoftalmi olgular ında AO boyası , 
mikroorganizma tayininde Gram boyas ına göre daha du
yarlı bulunmuştur . Bu hızlı ve basit boyama yöntemi 
Gram ile tamamlayıc ı kullanılabilmektedir . Özellikle 
protein içeriği fazla olan pürülan örneklerde Gram boya
manın değer lendi r i lmes i güç lük le r gösterir. AO ile 
mikroorganizma var l ığ ı kan ı t l and ık tan sonra aynı 
preparatta Gram boyama yapı lması değerlendirmeyi ko
laylaştırıp duyarlıl ığı artt ırmaktadır. Kültür kesin tanı 
için referans yöntemdir , ancak acil tanı ve ampirik te
davinin yön l end i r i lmes inde AO yön temi ile direkt 
mikroskopik inceleme yapı lmasının faydalı ve yeterli 
o lduğunu düşünmektey iz . 
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