Endoftalmi Tani ve Tedavisinin Yonlendirilmesinde

Akridin Oranj

A DIRECT FLUORESCENCE STAINING:

ACRIDINE ORANGE IN DIAGNOSIS AND EMPIRICAL TREATMENT OF ENDOPHTHALMITIS

Aysu KARATAY ARSAN*, Nilgiin ACAR**, Esra ALP ISIK*** Seyhan B. OZKAN**** Sunay DUMAN * * * % *

* Op.Dr.,SB Ankara Hastanesi Goz Klinigi, Basasist.,

i Uz.Dr.,SB Ankara Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, SefYrd.,
Fw Uz.Dr.,SB Ankara Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Basasist,

#%%%  Op.Dr.,SB Ankara Hastanesi Goz Klinigi, Uzm.,
#x%%% Op.Dr.,SB Ankara Hastanesi Goz Klinigi, Sefi, ANKARA

Ozet

Direkt mikroskopik incelemenin ¢ok onemli oldugu end-
oftalmi  olgularinda, 6n kamara ve vitreustan aliman drnekler
akridin  oranj (AO) ve Gram boyasi ile incelenip, kiiltiir
sonuglan ile karsilastinlarak AO boyasinin duyarliig
arastirlldi.  Akut postoperatif endoftalmi  tamisi  alan 22 hastada
intraokiiler ~ orneklerden  kiiltiir ve direkt mikroskopik inceleme
yapildi. On kamara ve vitreus materyallerinde akridin oranj ve
Gram  ile  boyanan preparatlar  birbirinden  bagimsiz  olarak
degerlendirildi. AO ile

mikroskopta  incelendi ve  mikroorganizma  goriilen

boyanan  preparatlar  fluoresan
orneklerde
aynt  lamda Gram boyama yapilarak mikroorganizmanin  Gram
ozelligi degerlendirildi.  Yirmiiki endoftalmi olgusunun 19'un-
da (%86) kiiltiirlerde  mikroorganizma  izolasyonu yapilirken, 3
olguda kiiltiirde  iireme olmadi.  AO ile direkt mikroskopik
olarak  incelenen preparatlarin  18'inde  (%82) ,  dogrudan
Gram  boyasi  ile boyanan preparatlarin  ise  [4'iinde  (%064)

mikroorganizma  saptandi.  Ozellikle ~protein  icerigi  fazla olan

piiriilan orneklerde Gram boyamanin degerlendirilmesi
giicliikler  gostermektedir. AO ile mikroorganizmanin varlhigi
kanitlandiktan ~ sonra aynmi  preparatta  Gram  boyama yapilmasi
degerlendirmeyi kolaylastirip, duyarliigi arttirmaktadir Bu
sekilde, ~AO yontemi ile direkt mikroskopik inceleme  yapil-
masimin  acil tedavinin ¢ok dénemli  oldugu bu olgularda ampirik
tedavinin  planlanmasimi  daha  saghkh kilacagim  diisiinmekte-
yiz.
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Endoftalmi tedavisindeki gecikme, hem gérme kay-
b1 hem de medikolegal problemleri beraberinde getire-
cegi ic¢cin dogru, hassas ve hizli tanisal testler ¢ok 6nem-

lidir (1). Her siiphelenilen olguda intraokiiler, 6zellikle
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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
difficulties

Reexamination of the positive smears with Gram stain to de-

protein  artefacts  result in of interpretation.

termine the morphology and Gram staining character of the
responsible microorganism offers an additional advantage of

AO staining.
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de vitreus O6rnegi almak esastir. Hizli tanisal testlerden
mikroskopik inceleme o6zellikle 5-10 dakika gibi kisa
stirede hazirlanabildigi i¢in acil tam ve tedavi gerektiren
bu olgularda ¢ok faydalidir (2). Mikroskopik incelemede
biyiik ¢ogunlukla Gram ve Giemsa boyalar1 kullanil-

maktadir.

Bu g¢aligsmada klinik bulgular1 ile akut endoftalmi
tanis1 konulmus hasta grubunda 6n kamara ve vitreustan

alman Orneklerde yapilan akridin oranj (AO), Gram
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boyama ve kiiltir sonuglan tant ve ampirik tedavinin

yonlendirilmesi agisindan degerlendirilmistir.

Gereg ve YOntem

Calismaya S.B. Ankara Hastanesinde, Aralik 1992-
Ocak 1996 yillar1 arasinda akut postoperatif endoftalmi
tanis1 konmus 22 hasta alindi. Olgulardan 10'u ayni has-
tanede opere edilmis, 12'si ise degisik merkezlerden re-
lere edilmisti. Olgularin 17'si ekstrakapsiiler katarakt
ekstraksiyonu (EKKE) ve goz igi lensi (GIL) implantas-
yontindan, 2'si sekonder GIL implantasyonundan, 2'si
EKKE, biri intrakapsiiler katarakt cerrahisinden sonra

izlendi.

Kiltlir alimina bilateral olarak konjonktivalardan
baslandi. Oksibuprokain hidrokloriir ile topikal anestezi,
%?2 lignokain (%0.00125 epinefrinli) ile kapak ve retro-
bulber anestezi yapildi. On kamara s1vis1 aspirasyonu 27
G igne kullanilarak limbusa yakin korneadan girilerek
alindi. Arka kapsiilii olmayan veya arka kapsiiliin biitiin-
ligiiniin bozulmus oldugu olgularda ayni giris yerinden,
diger olgularda ise pars planadan 22-23 G igne ile 0.2-

0.3 ml vitreus aspirasyonu yapildi.

Alinan o6rneklerden, AO igin teflon kapli 6zel lama
(Bio-Merieux), Gram ig¢in ise direkt lama yayma hazir-
landi. Ardindan 6n kamara sivisi ve vitreus aspirasyon
materyali yaymalar ile birlikte klinik mikrobiyoloji la-
boratuvarina ulastirildi. Mikrobiyolojik islemler li¢ asa-
mada gercgeklestirildi.

Gram boyama: Alevde tespitten sonra Gram yodnte-
mi ile boyanan preparatlar 151k mikroskobunda, immer-

siyon objektifinde, x1000 biiyiitmede incelendi.

Akridin Oranj boyama: Teflon kapli lamlar pH=4
asetat tamponda hazirlanmis akridin oranj ile 1 dakika
boyandi. Fluoresan mikroskobunda x100, x400, x1000
biylitmelerde incelendi. Mikroorganizma goriilen lamlar
Gram yontemi ile tekrar boyandi. Isik mikroskobunda
mikroorganizmanin Gram boyanma ozelligi deger-
lendirildi.

Kiltir: Her iki ornekten de % 5 koyun kanli agar,
¢ukulata agar ve EMB agara direkt ekimler yapildi. Ayni
ornekler tiyoglikolatli buyyonda zenginlestirilmeye
alindi. Aerob ortamda, 37°C'da, 24 saat inkubasyondan
sonra direkt ekimlerde elde edilen {iremeler deger-
lendirildi. Uremenin olmadig1 6rneklerde zenginlestirici
buyyondan ayni {i¢ besi yerine pasajlar yapildi.
Zenginlestirme pasajlar1 da 24 saat 37°C'da inkiibe
edildikten sonra degerlendirildi. Identifikasyon klasik
biyokimyasal testler ve yontemlerle yapildi.

Her iki o6rnekten de % 5 koyun kanli agara yapilan
ikinci bir ekim BR38 (Oxoid) GasPackler ile saglanan
anaerob ortamda 37C'da 48 saat inkiibe edilerek anae-
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rob bakteri iiremesi yoniinden degerlendirildi. Yine
ornekler Sabouraud besiyerine ekilerek mantar liremesi

yoniinden takip edildi.

Herbir incelemede 6n kamara ve/veya vitreus aspi-

rasyon Ornegindeki pozitiflik anlamli kabul edildi.

Bulgular

19'unda (% 86)
kiiltirlerde mikroorganizma izole edilirken, 3 olguda

Yirmiiki endoftalmi olgusunun

kiiltiirde iireme olmadi. Izole edilen mikroorganizmalar
Tablo 1'de gosterildi. Anaerob bakteri ve mantar tireme-

si olmadi.

AO ile floresan mikroskopta yapilan direkt
mikroskopik incelemede vitreustan alinan Orneklerin
18'inde (%82) mikroorganizma saptandi (Tablo 2). On
kamaradan alinan orneklerin degerlendirilmesinde ise,
16 yaymada (%73) AO boyas1 ile mikroorganizma tespit
edildi. AO ile boyama kalitesinin ¢ok iyi oldugu gozlen-
di. Bakteriler parlak turuncu, inflamatuvar hiicreler ise

siyah zeminde ag¢ik yesil-sar1 izlendi.

Cogu pozitif AO boyas: diisiik biylitmelerde (x100
ve x 400) degerlendirilebildi. Immersiyon objektifinin
x!000 biiylitmesi mikroorganizmanin morfolojisini
degerlendirmede ve preparata negatif tanist koymadan
once slipheli olanlar1 ekarte etmede kullanildi. Kigilik
biylitmede degerlendirme olanagi AO incelenmesinin
daha hizli yapilabilmesini sagladi. AO'dan sonra ayni

preparatta Gram boyama yapilan tiim oOrneklerde in-

Tablo 1. Kiiltiir pozitif 19 olguda izole edilen mikroor-
ganizmalarin dagilimi

Bakteri Olgu Sayisi

Koagiilaz (-) staphylococcus spp. 6
Streptococcus pneumonia
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Haemophylus influenzae
Enterobacter spp.
Streptococcus viridans
Enterocoeeus faccalis

—_ == = NN WD

Tablo 2. Endoftalmi olgularinda vitreustan alinan
orneklerde kullanilan yontemlerin duyarliliklar:

Gergek Pozitif Duyarlilik
Yontem m25 %
AO boyasi ile yayma 18 82
Gram boyasi ile yayma 14 64
Intraokiiler kiiltiir 19 86

T Kim Oftalmoloji 1999, 8
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celeme, dogrudan Gram boyamaya alman Orneklere gore
daha kolay degerlendirilebilir bulundu.

Sadece Gram boyama ile incelenen vitreus ornek-
lerinin preparatlannin %64'iinde mikroorganizma sap-
tanirken, Oon kamaradan alman o6rneklerin 13'iinde (%59)
mikroorganizma tespit edildi. Her iki boyama yontemi
ve kiltiriin duyarlilik degerleri Tablo 2'de gosteril-
mistir.

Kiltirde plazma koagiilaz negatif Staphylococcus
spp. ureyen 2 olguda AO negatif iken, AO'da tespit
edilen, Gram boyast ile de gram pozitif diplokok
(pnomokok?) goriilen bir olguda kiiltirde tireme olmadi.
AO ile izlenirken Gram boyas1 ile gorilemeyen
mikroorganizmalar H. influenzae, S. pneumoniae, P.
aeruginosa ile plazma koagiilaz negatif stafilokok idi. Iki
olguda ise her ii¢ yontemle de mikroorganizma saptana-
madi.

Tartisma

Erken tani ve acil tedavinin ¢ok onemli oldugu end-
oftalmi olgularinda, son yillarda 6zellikle intravitreal
uygulamadan sonra, arka kutupta infarkt sahalar1 seklin-
deki aminoglikozid toksisitesinin izlenmesi ile ampirik
tedavide uygulanan aminoglikozidlerle ilgili yeni bir
tartisma gindeme gelmistir (3,4). Bazi1 yazarlar olast bir
aminoglikozid toksisitesinden kag¢inmak i¢in gram
negatif organizma saptaninca intravitreal aminoglikozid
yaptlmasini 6nermektedir (5).

Tim enfeksiyonlarda oldugu gibi endoftalmide de
kesin tani ve etkenin antibiyotik duyarlilik durumunun
Ancak

materyal miktarinin olduk¢a kisitli oldugu bu enfek-

saptanmasinda kiltlir referans yOntemdir.
siyonda, ozellikle mikroorganizma sayisinin da az
oldugu olgularda zenginlestirme pasajlar1 da gerekmek-
te, dolayisiyla kesin taninin konmasi 24-48 saati bula-
bilmektedir. Ampirik tedavinin yonlendirilmesinde
kiltirin pek yarar1 olamamasi mikroskopik inceleme
yontemlerini bir kere daha 6n plana ¢ikarmistir. Ancak
kiltir pozitif 6rneklerin sadece %68'inde Gram boya-
sinin olumlu sonug¢ verdigi bildirilmektedir (6). Ozellik-
le piirilan materyallerin yiiksek protein icerigi yaniltici
sonuglarda rol oynamaktadir.

AO bakteri ve diger hiicrelerin niikleik asitlerini bo-
yar. Bazal sartlar altinda, riboniikleik asit turuncuya, de-
oksiriboniikleik asit yesile boyanir. AO boyasi, klinik
laboratuvarlarda ¢ok ¢esitli uygulama alanlar1 olmakla
birlikte, ¢ogu klinik mikrobiyolog tarafindan 6nemi ¢ok
Cesitli  klinik
materyallerde AO, Gram ile kargilastirildiginda AOTn

anlasilamamis bir boyadir (7,8).
Gram'a gore daha duyarli oldugu ancak her ikisinin de
Ozgulliginiin esit oldugu bildirilmistir (9). Calismamiz-

da da AO boyasi Gram'a gore daha duyarli bulunmustur.

T Klin J Ophthalmol 999, 8
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Diger bir ustiinligiiniin ise, zeminin kontrast olmasi ne-
deniyle Gram'a gore ozellikle piuriillan 6rneklerde, yay-
malarin kolay yorumlanmasi oldugu disiinilmistiir. AO
orneklerinde yaniltici sonuglara yol agabilecek turuncu
artefaktlara nadiren rastlanmistir.

Diliisyon ¢aligsmalari, duyarliligin alt simnirint AO
i¢in 10 colony forming unit/ml ve Gram boyasi i¢in KP
colony forming unit/ml olarak bildirmektedir (9,10). Bu
sekilde AOTn tayin ettigi bakteri konsantrasyonu Gram
boyasinin 10 katt azdir. Bu diliisyon ¢alismalari, klinik

olarak AOTn daha duyarli olmast ile de uyumludur.

AO boyasinin kullanim: fluoresan mikroskoba
ihtiya¢ gostermektedir. Bu da yaygin kullanimim en-
gellemektedir. Daha nadir olmakla birlikte yanlis yo-
rumlamalar sorun olusturabilir. Fluoresan mikroskopta
calismis deneyimli elemanlara da ihtiyag gosterir. In-
tegritesi bozulmus lokositlerdeki graniiller kok olarak
yorumlanabilir veya 6lii bakteri ve kontaminantlar da

boya alabilir.

AO ile pozitif yaymalar mikroorganizmalarin Gram
reaksiyonunu belirlemek i¢in Gram ile de boyanmalidir.
Ayni preparatm Gram ile de boyanabilmesi, ozellikle
materyalin ¢ok kisitli oldugu endoftalmi olgularinda
onemli bir avantajdir. Bu y6ntem ile her iki boyanin ard
arda yapilip incelenmesi 30-60 dakikalik bir siirede
gergeklesmistir. Dolayisiyla ampirik tedavinin yo6n-
lendirilmesinde bu yontem olduk¢a avantajli goézikmek-
tedir.

Sonu¢ olarak endoftalmi olgularinda AO boyasi,
mikroorganizma tayininde Gram boyasina gore daha du-
yarli bulunmustur. Bu hizli ve basit boyama yontemi
Gram ile tamamlayici kullanilabilmektedir. Ozellikle
protein igerigi fazla olan piriilan 6rneklerde Gram boya-
manin degerlendirilmesi giigliitkler gosterir. AO ile
mikroorganizma varligi kanitlandiktan sonra ayni
preparatta Gram boyama yapilmasi degerlendirmeyi ko-
laylastirip duyarliligr arttirmaktadir. Kiltir kesin tani
i¢in referans ydntemdir, ancak acil tani ve ampirik te-
davinin yonlendirilmesinde AO yontemi ile direkt
mikroskopik inceleme yapilmasinin faydali ve yeterli

oldugunu diisiinmekteyiz.
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