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Har ny teknologi overfladiggjort

Grams farvemetode?

Dansk Selskab for Klinisk Mikrobiologi

Overlaege Helle Krogh Johansen, adjunkt Thomas Bjarnsholt &
professor Niels Hgiby

Siden Gram publicerede sin farvemetode i 1884 har den veeret
benyttet i alle bakteriologiske laboratorier verden over.
Gramfarvningen opdeler bakterier i to store ubeslegtede
grupper, de grampositive og de gramnegative. Denne indde-
ling har stor taksonomisk, identifikationsmaessig og klinisk
betydning [1]. Imidlertid har gramfarvningen sine begrans-
ninger, da man med den kun kan artsidentificere ganske fa
bakterier ved direkte mikroskopi. For at fa en endelig bakte-
rieidentifikation er det nedvendigt med en dyrkningsperiode
pa 24-48 timer.

Blandt kliniske mikrobiologer har det lnge veret et on-
ske at fi en metode, hvormed man kan stille artsdiagnosen pa
en mikroorganisme inden for fi timer. Iszer inden for svampe-
omradet er der behov for hurtig diagnostik. Dels er det de
mest syge patienter pa hospitalet som far svampeinfektioner i
blodet, dels har der vaeret en markant stigning i azolresisten-
sen i de senere ar, hvorfor den anbefalede empiriske svampe-
behandling ofte er meget bredspektret [2].

En hurtig mikroskopisk metode til identifikation af hyp-
pigt forekommende bakterier og svampe er kombination af
fluoresceinmerket peptidnucleinsyre (PNA)-prober rettet
mod rRNA i mikroorganismen til fluorescens in situ- hybridi-
sering (PNA FISH). Der findes immunfluorescensmetoder til
brug ved arter med ringe antigenvariation, f.eks. Chlamydia
trachomatis, men ved arter med stor antigenvariation har
denne metode ikke vundet indpas. PNA FISH kan benyttes
direkte pa blod fra en bloddyrkningskolbe, hvori der er pavist
veakst af bakterier eller svampe, og som efterfolgende er fun-
det mikroskopipositiv ved gramfarvning. Det endelige arts-
svar med PNA FISH fas efter ca. to en halv time, hvor blod-
proven bl.a. fikseres og hybridiseres med en specifik PNA-
probe. Hvis denne metode benyttes, vil patienterne kunne
sattes i korrekt antimikrobiel behandling meget hurtigt. Be-
handlingen ma dog stadig baseres pa lokale resistensforhold
for de enkelte mikroorganismer, da resistensbestemmelse
endnu ikke laves som hurtig diagnostik, men ma afvente
dyrkning.

Sensitiviteten og specificiteten af gramfarvning for gram-
positive bakterier er 91,3-99,7% og 99,3-99,8%, for gramnega-
tive 92,1-98,7% og 98,9-100% og for svampe 97,8% og 100%. [3].

Figur 1. Peptidnucleinsyre-fluorescens in situ-hybridisering (PNA FISH) benyttet
til diagnostik af A. C. albicans (gren fluorescens) eller B. C. glabrata (red fluores-
cens).

Sensitiviteten og specificiteten af PNA FISH for Staphylococcus
aurens er 98,7% og 100%, for Pseudomonas aeruginosa 94,1% og
99,0%, for Candida albicans 98,7% og 100% og for C. glabrata
100% i begge tilfzelde [4]. Sensitiviteten og specificiteten er si-
ledes hej for begge farvemetoder; men fordelen ved PNA
FISH sammenlignet med gramfarvningen er, at man med den
kan give artsdiagnosen og dermed vejledning for definitiv
antibiotikabehandling fa timer efter, at bloddyrkningen viser
veakst, mens gramfarvningen kun muligger optimering af den
empiriske antibiotikaterapi.

Grams farvemetode er stadig fundamentet i den diagnosti-
ske kliniske mikrobiologi, idet den mere specifikke hybridise-
ringsdiagnostik, PNA FISH, ikke kan std alene, men ma vejle-
des af resultatet af gramfarvningen til valg af probe (Figur 1).
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