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Gram Boyaması

• 1884 - Hans Christian Gram 

• 1980’ler- özellikle pnömoni tedavisinde yönlendirici

• 1988- ‘Clinical Laboratory Improvement Amendments’ 

– Gram boyamasının değerlendirilmesi yetkilendirilmiş kişiler 

tarafından yapılmalı

• Solunum kinolonların kullanıma girmesi

• ABD’de 1986’da %50, 2004’te %5-klinisyenlerin rutinde balgam Gram boyaması kullanımı

Pnömoni
tedavisinde 
balgamın Gram 
boyaması ile 
değerlendirilme 
azalmış

Wigton et al. Ann Intern Med. 2007



Gerekçe

• Daha iyi bir klinik sonuca 
katkısı yok

• Kaliteli balgam elde etmek 
güç

• Daha önce antibiyotik 
kullanımına bağlı olarak 
performansı değişmekte



• Tanı- Klinik, radyolojik bulguların 
yanı sıra yapılabiliyorsa balgam 
Gram boyamasının sonuçlarının 
dikkate alınması gereklidir.



Solunum örneklerin
Gram boyaması
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Fukuyama et al. BMC Infec Dis. 2014

• 550 yataklı hastane, Acil serviste pnömoni tanısı 
alan tüm hastalar, 2010-12 yıllarında

• Acil biriminde en az 1-2 yıllık deneyimi olan 
doktorlar 24 saat boyunca Gram boyaması yapıp 
değerlendirmişler

• Balgam veremeyen şuuru bozuk hastalardan 
nazotrakeal aspirat alınıp değerlendirilmiş

• Balgam Gram boyamasının tanısal değeri 
araştırılmış 

• balgamda kültüründe orta-yoğun derecede üreyen etken, 
kan kültüründe üreyen, plevra sıvısında üreyen, idrarda 
pozitif pnömokok antijeni ile kıyaslanmış

• Balgam Gram boyamasına göre tedaviyle, 
tamamen ampirik tedavi seçimlerin hasta 
sonuçları üzerine etkileri kıyaslanmış
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• Gram pozitif lanset biçiminde diplokoklar - S. pneumoniae

*Ampisilin

• Gram negatif kokobasil - H. influenzae

*3. kuşak sefalosporin

• Gram negatif diplokok - M. catarrhalis

* Ampisilin-sulbaktam

• Gram negatif büyük çomaklar - K. pneumoniae

* 2./3. kuşak sefalosporin

• Gram negatif küçük çomak - P. aeruginosa

*Antipsödomonal antibiyotik

• Gram pozitif küme koklar - S. aureus

* Vankomisin

Fukuyama et al. BMC Infect Dis. 2014



• Sağlık bakımıyla ilişkili pnömonide daha çok 
balgam elde edilebiliyor, ancak kalitesi daha 
düşük ve polimikrobiyal flora daha sık.

Fukuyama et al. BMC Infect Dis. 2014

• Toplum kökenli pnömonide balgam Gram 
boyamasının pozitif prediktif değeri daha 
yüksek.



Sonuç olarak :

• Balgam Gram boyaması etyolojik
tanı için oldukça spesifik, TKP ve 
sağlık bakımıyla ilişkili pnömonide
patojen hedefli antibiyotik 
tedavisine rehberlik edebilir.

Fukuyama et al. BMC Infect Dis. 2014

Balgam Gram boyaması sonucuna göre 
tedavi alanlarla ampirik tedavi alanlar 
kıyaslandığında :

• İstenmeyen etki daha az

• Mortalitede fark yok



Tedavi etkinliğini değerlendirmede 
Gram boyaması • Streptococcus pneumoniae

Fujisaki et al. J Infect Chemother. 2013
15 dakika sonra 1 saat sonra



• Tedavi etkinliğinin değerlendirilmesinde

- CRP ve lökosit sayısından daha erken bilgi verir

Tedavi etkinliğini değerlendirmede
Gram boyaması • Moraxella catarrhalis

Fujisaki et al. J Infect Chemother. 2013

30 dakika sonra 2 saat sonra



Ogawa et al. Clin Infect Dis. 2020

• 24 makale, 4533 TKP hasta, kaliteli balgam örneği değerlendiren çalışmalar



Ogawa et al. Clin Infect Dis. 2020

• S. pneumoniae ve H. influenzae ile ilişkili 

TKP tanısında balgam Gram boyaması 

oldukça spesifik

• Kaliteli balgam örneklerin Gram boyaması 

patojen odaklı antibiyotik tedavisi için 

klinikte destek sağlayabilir



• 24, çoğu prospektif BAL (TA olanlar da var) örneğin değerlendirildiği çalışmalar

O'Horo et al. Clin Infect Dis. 2012



VİP tanısında 

Gram boyamasında bakteri 
bulunmaması
- yüksek negatif öngörü değerine 

sahip (NPV %91, PPV %40)

Gram boyamasında gösterilen
etkenle, kültürde elde edilen 
mikroorganizma arasında 

-zayıf korelasyon
(Gram pozitif etkenlerde

kappa katsayısı 0.42
Gram negatif etkenlerde

kappa katsayısı 0.34)

O'Horo et al. Clin Infect Dis. 2012



Gram boyama

• Gram Stain-Guided Antibiotics Choice for VAP (GRACE-VAP)

• Üçüncü basamak hastane YBÜ, 12 merkez, Japonya

• Nisan 2018 - Mayıs 2020, toplam 206 hasta

• COVID-19 infeksiyon tanısı alanlar dışlanmış

• Açık etiketli, randomize klinik çalışma

• Endotrakeal aspiratın Gram boyaması sonucuna göre tedavi seçimi ile kılavuz önerilerine 
göre yapılan seçimler kıyaslanmış

Yoshimura at al. JAMA Netw Open. 2022



Endotrakeal aspiratın Gram boyaması sonucu Verilen antibiyotikler

Gram-pozitif zincir kok ve/veya Gram-pozitif basil Anti-pseudomonas etkisi olmayan beta-laktam antibiyotik

Sadece Gram-pozitif küme kok Anti-MRSA etkili antibiyotik

Sadece Gram-negatif çomak Anti-pseudomonal etkili antibiyotik

Gram-pozitif küme kok + Gram-negatif çomak Anti-pseudomonal + anti-MRSA etkili antibiyotiklerin 
kombinasyonu  

Etken saptanamazsa Anti-pseudomonal + anti-MRSA etkili antibiyotiklerin 
kombinasyonu

Yoshimura at al. JAMA Netw Open.2022



Yoshimura at al. JAMA Netw Open. 2022

VİP’in Gram boyaması 
rehberliğindeki tedavi 
kılavuza dayalı tedaviden 
daha az etkin olmayıp, bu 
hastalarda geniş 
spektrumlu antibiyotik 
kullanımını önemli ölçüde 
azalttığını göstermektedir.  



Kan kültürü
Gram boyaması



• Ocak-Aralık 2016, Tokyo, 1020 yataklı, 33 kliniği olan üniversite hastanesi

• 24 saat boyunca pozitif kan kültürün Gram boyamasının bildirilmesi ile 
klinisyenlerin antibiyotik seçimine etkisi incelenmiş

• 11 profesyonel laboratuvar çalışanı ve 53 tıbbi tekniker (Gram boyaması 
konusunda eğitilmiş, mesai saatleri dışında destek olan) dahil edilmiş

• Gram boyamasını ilk değerlendiren kişi ilgili hekime telefonla ulaşıp bilgi vermiş

• Bir sonraki gün sabah laboratuvarda kıdemli biri kontrol edip son 
değerlendirme infeksiyon kontrol ekibi (İKE) yapmış

• İKE - İV antibiyotik tedavisi alan tüm hastalara sabah vizitini yapan ekip, kan 
kültüründe üremesi olanlar dahil (2007’den itibaren)

Nishiyama et al. J Infect Chemother. 2022



• 627 pozitif kan kültürü (%50’si ilk 6 saatte, %67’si mesai saatlerin dışında 
pozitifleşmiş), Gram boyamasıyla nihai etken morfolojisi tam uyumluymuş

• İlk raporlamadan sonra tedavisi değişen veya yeni başlananlar, İKE ziyaretinden 
sonra başlananlara göre daha fazla olmuş (61’e karşı 21 hastada, p <0.001)

Nishiyama et al. J Infect Chemother. 2022



• Telefonla bildirim sonrası 

uygun antibiyotik başlanma

süresi (4 saat, 2–7) 

• İKE ziyareti sonrası uygun

antibiyotik başlanma süresi

(12 saat, 10–17)

• p <0.001

Nishiyama et al. J Infect Chemother. 2022



Gram boyaması

Geniş spektrum antibiyotikler kullanımın azalması



Ito H et al. Infectious Diseases. 2023



Ito H et al. Infectious Diseases. 2023



Ito H et al. Infectious Diseases. 2023



Ito H et al. Infectious Diseases. 2023



Gram 
boyaması

Maliyeti düşük 

Maliyete katkı yüksek

Dar spektrumlu 
antibiyotik seçimi

Kültürle korelasyon yüksek

Erken antibiyotik 
tedavisi



RAST
Hızlı Antibiyotik Duyarlılık Testleri



EUCAST RAST 

4. / 6. / 8. saat 16. - 20. saat



EUCAST RAST 



CLSI RAST 

• CLSI S31 / 2021

• Enterobacterales disk duyarlılık sınırları - 8-10 saat

CLSI S34/ 2024

• Acinetobacter sp disk duyarlılık sınırları - 8-10 saat

CLSI S32 / 2022

• Pseudomonas sp ve ek antibiyotiklerin duyarlılık sınırları - 8-10 saat



• Pozitifleşen kan kültürlerine 0-18 saat içinde uygulanabilir.

• Otomatize sistemden çıkarıldıktan sonra hemen, en geç 3 saat içinde 
uygulanmalı

• Kan kültürü şişesine herhangi bir işlem yapılmadan 125±25 µl alınır, 
90 mm Mueller Hinton agara yayılır

• Her bir plak agara maksimum 4-6 antibiyotik diski yerleştirilir

• 4., 6. ve 8. saatlerden sonra tekrar inkübe edilecekse her okumada 
sonra 10 dakika içinde hemen geri yerleştirilmeli

EUCAST RAST 



EUCAST RAST 



• Tanımlanan tüm etkenlerde güvenilir sonuç verir mi?

• Tanımlanan tüm antibiyotiklerde aynı oranda güvenilir 
sonuç verir mi?

RAST



Test 
güvenirliliğin değerlendirilmesi

Yeni testle standart test karşılaştırıldığında (FDA):

• Kategorik uyum  (CA) ≥ %90

• Çok büyük hata oranı (VME) ≤ % 1.5
• Standart test dirençli, RAST duyarlı

• Büyük hata oranı (ME) ≤ % 3.0
• Standart test duyarlı, RAST dirençli

• Küçük hata oranı (mE) < % 10 
• Standart test ara değer, RAST duyarlı/dirençli

Humphries et al. J Clin Microbiol. 2018



• İsviçre merkezli tam otomatize sistemle disk zonları okunmuş ve RAST sınır 
değerleri değerlendirilmiş 

• 779 suş kan kültürlerine inoküle edilerek

• 539 prospektif ardışık pozitifleşen kan kültür örneklerinden elde edilen 
suşlar çalışılmış

• Suşların arasında
• Karbapenemaz üreten Enterobacterales
• Çoğul dirençli A. baumannii ve P. aeruginosa
• Vankomisine dirençli E. faecalis ve E. faecium
• Metisilin dirençli, indüklenebilen klindamisin dirençli S. aureus

Cherkaoui et al. J Clin Microbiol. 2022
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Cherkaoui et al. J Clin Microbiol. 2022



RAST

• ESBL’yi gösterebilir mi?

• Karbapenemaz varlığını gösterebilir mi?





Cherkaoui et al. J Clin Microbiol. 2022



RAST- ESBL tarama

• K.pneumoniae
• Standart yöntemle sefotaksim/seftazidime dirençli

• RAST ile tümü sefotaksim/seftazidime dirençli / ATU

• E. coli

• Standart yöntemle sefotaksim/seftazidim dirençli

• RAST - 3 suş seftazidim duyarlı (çok büyük hata)

• RAST - Sefotaksimde tümü dirençli/ATU

Cherkaoui et al. J Clin Microbiol. 2022



RAST- ESBL doğrulama

Cherkaoui et al. J Clin Microbiol. 2022





Karbapenemaz pozitif olan tüm suşlar tarama testiyle saptandı
Suşlar ya dirençli ya da ATU kategorisindeydi

RAST- Karbapenemaz tarama

Cherkaoui et al. J Clin Microbiol. 2022



RAST

Klinik yararı var mı?



• Avusturya’da, 2019 yılında, yatan ve kan kültürü pozitif olan hastalar

• Çalışma saatleri içinde RAST için uygun olan 152 kan kültürü

(58 E.coli, 52 S. aureus, 13 K.pneumoniae, 12 P. aeruginosa ,7 S. pneumoniae, 7 E.faecium ve 3 E.faecalis)

• RAST’la değerlendirilebilen antibiyotik sayısı 6. saatte % 95, 4. saatte % 75, p< 0.001

• 6. saat RAST sonucuna göre hastaların 

 % 88.2 infeksiyon konsültasyonu istenmiş 

 % 54.5’ine antibiyotik değişimi yapılmış 

 % 46.3’üne ek tetkikler istenmiş

Bir önceki yıla kıyasla
mortalitede fark yok



• Dışkapı Yıldırım Beyazıt Eğitim ve Araştırma Hastanesi

• Antibiyotik değişimi – RAST (tüm hastalar en geç 8 saat)

Kontrol ( En erken 24 saat sonra hastaların %45.5’i)

• 30 günlük mortalite - RAST grubunda % 28.6

Kontrol grubunda  - %51.7

Tayşi et al. J Antimicrob Chemother. 2024 



• Gazi Üniversitesi hastanesi, Ağustos-Aralık 2023

• RAST- seftazidim, piperasilin-tazobaktam, meropenem, siprofloksasin, 
amikasin

• Hastalarda kullanılan antibiyotikler
• Grup 1: Siprofloksasin, amikasin, seftazidim ve diğer 3. kuşak sefalosporinler, 

fosfomisin

• Group 2: Piperasilin-tazobaktam

• Group 3: Meropenem, tigesiklin, polimiksinler

Top et al. Infect Dis Now. 2024
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RAST
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Antibiyotik direncin tetiklenmesi engellenir

Kollateral hasar azalır

Maliyet azalır

Eskalasyon Mortaliteyi azaltır 


