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OZET
Gram boyama mikrobiyoloji laboratuarinda kullanilan en temel testlerden biridir. Bakterilerin Gram rekasiyonlarina,
sekillerine ve biiyiikliiklerine gore tammlanmalar icin kullanilmaktadir. Bircok infeksiyonda olasi etkeni belirlemede ¢cok
yardimcidir. Bundan baska klinik orneklerin kalitesini degerlendirme ve iltihap varligini saptama konusunda da mikrobiyoloji

laboratuarina yardimct olur.

Anahtar sozciikler: Gram boyama, infeksiyon hastaliklar, izleme, tant

SUMMARY
The Assistance of the Gram Stain in the Diagnosis and Follow-up of Infectious Diseases
Gram stains is one of the most basic tests in microbiology laboratory. It is used to identify bacteria on the basis of
Gram reactions together with their sizes and cellular morphologies. It is a very usefull test for the presumptive diagnosis
of the etiologic agents in many infections. It also serves to the microbiology laboratory to assess the quality of clinical

specimens.

Keywords: diagnosis, evaluation, Gram stain, infectious diseases

Biyolojik materyellerin boyanmasimn tarihcgesi

Bilim tarihine baktigimizda mikroskopik incelemede
katkis1 bulunan bes 6nemli kisi 6ne ¢ikmaktadir. Mikroskopun
bulunmast ile mikroorganizmalarin gosterilmesi (1677, Antony
Leeuwenhoek ), sentetik boyalarin bulunmasi (1856, William
Henry Perkin) ve mikrooranizmalarin sentetik boyalarla
boyanarak gosterilmesi (1881-1882, Paul Ehrlich, Robert
Koch; 1884 Christian Gra)(16.17.18,19,22-24,28,33)

1856 yilinda William Henry Perkin sitma tedavisinde
kullanilmak iizere kinin sentezi lizerinde caligirken tesadiifen
sentetik boyalar1 bulmug ve bu bulusu hem tekstil sanayinde
hem de biyolojide ¢1gir acmistir(17:23.33), Bu boyalar Ehrlich’in
biiyiik ilgisini cekmigtir ve kuzeni patolog Carl Weigert
yaninda ¢alisirken sentetik boyalarin organ, doku ve hiicrelere
kars1 spesifikligi ile ilgilenmigtir. Bu boyalarin kan hiicrelerinin
ve doku hiicrelerinin degisik komponentleri ile spesifik
reaksiyon gosterdigini gozlemlemis ve 1878’de hayvan
dokulariin boyanmasinin teori ve pratigi konusundaki doktora
tezini tamamlamigtir. Ehrlich boyalart asidik, bazik ve notral
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olarak siniflayan ilk kisidir. Ehrlich 1879°da nétral boyalarin
kullanimin1 tanimlamig ve bunlar1 periferik yaymadaki
hiicrelerin ayiriminda kullanmigtir. Onun buldugu boyama
teknikleri ile kan hiicrelerinin graniillerinin boyanmasi
hematoloji ve doku boyamalarinda temel olmustur. Ornegin
Ehrlich’in ¢alismalarindan yararlanan Romanowsky ve
Malakowsky birbirinden bagimsiz olarak 1891 yilinda eosin
ve metilen mavisi karigimi ile sadece kan hiicrelerinin ayrimini
degil, Plasmodium niikleusunu da gosterebilmislerdir. Bu
boylara ¢oziicii ve fiksatif olarak metanoliin kaltilmasi ile de
yontemleri gelistirilmigtir (Jenner 1899, Leishman 1901, May
ve Griinwald 1902, Wright 1902, Giemsa 1902)(15.17.33),
Ehrlich sentetik anilin boyalarini biyolojik boyamada kullanan
ve metilen mavisi ile bakterileri boyama yontemini ilk
uygulayan kisi olmugtur. Bakterilerin metilen mavisi ile
boyanmasi konusundaki caligmasini 1881 yilinda
yayinlanmistir(®). 11k kez Robert Koch tarafindan
Mpycobacterium tuberculosis’i boyamak i¢in kullanilan metilen
mavisi ve Bismark kahverengisi ile gerceklestirilen



yontemi(32) de modifiye ederek halen kullanmakta
oldugumuz aside direngli boyama yontemini de gelistirmis
ve bu calismasini da 1882 yilinda yayinlamistir®. Gram
tarafindan bulunan yontem de bu ¢aligmadan esinlenerek
yapilmigtir(12.19),

Hans Christian Joachim GRAM

Hans Christian Joachim GRAM 1853 yilinda
Danimarka’da dogmustur. Copenhagen Metropolitan
School’dan 1871°de mezun olmustur. Bitkilere ¢ok ilgi
duymus ve 1873-74 yilarinda zoolog Japetus Steenstrup
yaninda botanik asistani olarak ¢aligmistir. Daha sonra
tipba ilgi duymaya baglamis ve 1878’de Kopenhag
Universitesinden Tip Doktoru iinvani almig ve 1883 yilina
dek de burada asistan olarak ¢aligmigtir. 1883-85 yillarinda
Avrupa’da Strassburg, Marburg ve Berlin’de bakteriyoloji
ve farmakoloji caligmistir. Gram’in ilk caligmalar:
eritrositlerin boyutlari ve canlilig1 iizerine olmustur. 1882
yilinda eritrositlerin sayis1 ve morfolojileri iizerinde yaptigi
bir caligma ile altin madalya almistir. Makrositlerin
pernisiy6z aneminin karakteristik bulgusu oldugunu ilk
gosteren kigidir. Daha sonra insan eritrositlerinin boyutlar
ile ilgili caligmas1 konusundaki doktora tezini tamamlamigtir.
Uluslararas: iine kavugmasina neden olan caligmasi,
bakterilerin daha sonra kendi ad1 ile anilacak olan boyanmasi
yontemini bulmasidir. Bulusunun kisa hikayesi séyledir.
1884°de Berlin’de Karl Friedldnder (1847-1887) ile doku
ve hiicrelerin farkli yapilarint gésterme amaciyla cesitli
boyama yontemleri iizerinde ¢aligmaya baslamistir. Jansiyan
moru ile bobrek tubuluslarini bobrek dokusundan ayirma
konusundaki uzun ve yorucu caligmalart dokudaki jansiyon
morunun alkolle tamamen giderilmesi nedeniyle sonugsuz
kalmistir(30:33), Daha sonra pnomoniden 6len hastalarin
akciger dokular ile ¢aligirken bazi1 boyalarin bakteriler
tarafindan daha iyi alindigini ve tutuldugunu gozlemistir.
Yaptig1 boyama bugiin yaptigimizin nerdeyse aynisidir.
Kisaca akciger dokusu sivisindan hazirladig1 preparati
bunzen beki alevinde kurutmug ve daha sonra lami jansiyan
(kristal) moru ile kaplamistir. Yikadiktan sonra mordan
olarak lugol solusyonu ilave etmigtir. Daha sonra boyay1
preparattan etanol ile yikayarak uzaklastirmigtir. Bu iglem
sonucunda sunu gormiigtiir. Pnomokok gibi bazi bakteriler
boyay1 birakmamigtir ve koyu mavi olarak kalmig, bazi
bakteriler de boyay1 birakarak acik renkte goriinmiiglerdir.
Boylece dokudaki bazi bakterilerin alkolle boyay:
birakmadigini ve doku 6rneklerinde bakterilerin boyanarak
gosterilmesini saglayan yodntemi bulan ilk kisi
olmugtur(12.30.33) Bu yontem ile pnémoniden 6len hastalarin
doku orneklerinde farkli bakterilerin bulundugu da
gosterilmis ve pndmoninin birden fazla etkenle olusabilecegi
de anlagilmistir. Onceleri pndmoninin sadece Streptococcus
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pneumoniae gibi tek bir etkenle oldugu sanilirken, akciger
dokusu orneklerinde Gram negatif bakterlerin de goriilmesi
sagirtict olmus ve daha sonra da eskiden Friandler basili
bugiin Klebsiella pneumoniae dedigimiz bakterinin de
pnémoni etkeni olabilecegi anlagiimistir33). Gram 1886-
89 yillarinda Kopenhag Universitesinde farmakolojik
caligmalarina devam etmisgtir. 1891°de farmakoloji dersleri
vermeye baglamistir ve bir sene sonra profesor olmustur
ve burada caligmalarini 1900 yilina kadar siirdiirmiistiir.
Daha sonra bu goérevinden ayrilarak tip iizerinde
yogunlagmak amaciyla, patoloji ve tedavi profesorii olarak
caligmaya baglamistir. 1892°de Kongelige Frederiks Hospital
and Rigshospitalet Hastanesinde I¢ Hastaliklar1 boliim
bagkani olmustur ve 1923’e kadar bu gérevinde kalmigtir.
1938 yilinda 85 yasinda 6liimiine dek bir¢ok degerli eserler
yazmug, 6nemli kurum ve kuruluslarda gérevler almigtirG0),

Gram cok algak goniillii birisiydi(®9). Metodunu
yayinladig1 makalesini “Bircok eksigi ve kusuru olmasina
ragmen bu yontemi yaymlamak istedim, ciinkii bagka
arastiricillarin da katkisiyla yararh bir yontem
olabilecegini umuyorum” ciimlesiyle bitirmistir(12.30.33),
Bu umudu gerceklesmis ve birkac yil sonra Alman patalog
Carl Weigert (1845-1904), alkol agamasindan sonra ikinci
boya ilavesini (safranin) yonteme eklemistir. Boylece Gram
negatif bakteriler kirmiziya boyanarak taninir olmugtur(39),
Gram kendi orijinal yonteminde aslinda kendisi zemin
icin zit boyama da yapmistir. Zeminin boyanmasi i¢in zayif
Bismark kahverengisi kullanilirsa zemindeki doku hiicre
niikleuslarinin hafif kahverengi (Bismark kahverengisi
kullanilmazsa fiksatif olarak kullanilan iyot nedeniyle agik
sar1) olacagini da soylemistir(12).

Gram boyama

Infeksiyon bolgesinden alinan drneklerden yapilan
yayma preparatlarin Gram yontemi ile boyanarak
mikroskopta incelenmesi mikrobiyoloji laboratuvarinda en
cok kullanilan ¢ok basit, giivenilir ve vazgegilmeyecek bir
yontemdir. Steril viicut sivilarindaki (BOS, plevra, eklem
ve periton sivilar1 gibi) bakterileri saptamak i¢in ¢cok
yararlidir. Ornegin menenjit gibi yasami tehdit eden bir
infeksiyonda etken konusunda 5-15 dakika gibi ¢ok kisa
siirede bilgi verebilir. Buna karsin etiyolojik etkenin
molekiiler tekniklerle gosterilmesi saatler, kiiltiirle
goOsterilmesi ise giinler hatta haftalar alabilir. Gram ile
bakterilerin boyanma 6zellikleri yaninda morfolojileri de
belirlenir. Infeksiyon etkeni olan maya ve mantarlar gibi
mikroorganizmalar yaninda, infeksiyon veya
kontaminasyonun kanit1 sayilabilen ¢esitli hiicreler de Gram
preparatinda goriilebilir (Tablo 1)(3.11.13,33,38,39.41.43)



Tablo 1: Gram preparatinda goriilenler33#:43),

Goriilenler
Mikroorganizma Hiicre Kristal! Zor goriilen bakteriler? Goriilmeyen bakteriler
Bakteriler Nétrofil® Boya kristalleri Campylobacter Mikoplazma, Ureaplazma
Mayalar Makrofaj? Brucella Legionella (6rnekten)
Mantarlar Lenfosit 3 Bacteroides Klamidya
Bazi parazitler Epitel Legionella (kiiltiirden), Riketsiya Coxiella
P.carinii Skuamoz* Fusobacterium Ehrlichia
Microsporidia Kolumner sliyer® Bazi spiroketler
T.vaginalis Sperm Treponema
Borrelia
Leptospira
Spirillum

1. Gram pozitif bakterilere ve mantarlara benzeyebilir.

2. Ozellikle safranin ile zit boyama yapildiginda goriilmeleri cok zordur. Bu bakterilerin bazik fuksin veya karbol fuksin ile zit boyanmalart daha iyi sonug¢

vermektedir.
3. Infeksiyon varligimin gostergesidirler.
4. Genellikle ornegin iyi alinmadigini ve flora ile kontaminasyon oldugunu gosterir.
5. Ornegin alt solunum yolu materyeli oldugunu gosterir.

Tablo 2: Cesitli Gram boyama yontemleri ve kullamim alanlari®.
Hucker Karbol-fuksin Kopelof
Cozelti Siire Cozelti Siire Cozelti Stire
ilk boyama Kristal viyole  30s Kristal viyole 30s Once alkali kristal viyole
( A solusyonu ) konulur ve
tizerine 5 damla B solusyonu  2-3 dk
damlatilir
Fiksasyon Gram iyot 30s Gram iyot 30s Kopelof iyot =2 dk
Dekolorizasyon Aseton-alkol ~1-5s % 95 etanol ~30's 3:7 Aseton/alkol Hemen
Karbol-fuksin
veya
Zit boyama Safranin 30s % 0.8 bazik fuksin =1 dk Kopelof safranin 10-30 s
Bacteroides.
Fusobacterium
Legionella Anaerop bakteriler
Kullanim Genel bakteriyoloji Campylobacter Bakteriyel vajinoz tanisi
Brucella

ve diger zayif boyanan Gram negatif

bakteriler.

Gram boyama yontemleri

Giiniimiizde Gram tarafindan belirtilen orijinal yontemin
modifiye edilmis sekilleri kullanilmaktadir. Kullanilan bu
yontemler ve baglica kullamim alanlari tablo 2’de gosterilmistir.

Gram boyamanin mekanizmasi

Gram boyamanin ayirim 6zelliginin, mikroorganizmalarmn
hiicre duvarlarinin peptidoglikan ve lipid igerigi ile bu duvarin
organik c¢oziiciilere karsi gecirgenligi ile iligkili oldugu
sanilmaktadir. Buna gore Gram pozitif bakterilerin hiicre
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duvarinda bulunan kalin peptidoglikan tabakasinin suda
coziinmeyen kristal viyole-iyot kompleksini lipid ¢oziiciilerle
birakmamasi nedeniyle mor boyandiklari, buna karsin ince
bir peptidoglikan tabaka ve kalin bir lipid tabaka iceren Gram
negatif bakterilerin ise lipid ¢oziiciilerle suda ¢oziinmeyen
kristal viyole-iyot kompleksinin hiicre duvarindan uzaklagtiril-
mas1 sonucu kullanilan zit boya rengiyle kirmizi boyandigi
ileri siiriilmektedir(3.13,19-21,29.33,38.43) Bununla birlikte kesin
mekanizma bilinmemektedir(33).



Baglica kullanmim alanlar

Bir¢ok klinik 6rnegin incelenmesi Gram boyama ile
baslar (Tablo 3).Gram boyama infeksiyondan sorumlu
etiyolojik etken konusunda, kiiltiir veya bir bagka yontem
sonucunu beklemeksizin erken klinik taniya yardimei olabilir,
boylece kiiltiir sonuglar1 gelene kadar uygun antibiyotigin
secilmesine de yardimci olabilir. Normalde steril olan
swvilardaki (BOS, plevra sivisi, eklem sivisi, periton sivisi ve
idrar) bakterileri saptamak icin cok yararlidir(1333), Duyarlilig:
ornekte bulunan bakteri sayisi ile degismekle birlikte, bakteri
sayisinin fazlaca bulundugu infeksiyonun erken déneminde
ozellikle de antibiyotik kullanmamus hastalarda bir¢ok durumda
tan1 koydurucu olabilir(1343), Gram boyamanin tanida degerli
oldugu her durumda, izleme amaci ile de kullanilir. Ornegin
tedaviye yanit vermeyen durumlarda baglangicta saptanan
etkenin devam edip etmedigi veya yeni bir etkenin varligi
Gram boyama ile gosterilerek erken miidahale yapilabilir.
Gram boyamanin baglica kullanim amaglart:

1. Tamisal amacla: Etiyolojik etkenin ¢abuk ve dogru olarak
saptanmasinda kullanilan en hizli ve degerli yontemlerden
biridir(29), Kiiltiir sonucu alinana dek olasi etiyolojik tani
konulmasi ve erken klinik degerlendirme yapmaya olanak
saglar. Kiiltiir sonucu 1-2 giin alirken, Gram boyama sonucu
5-15 dakika zaman ahr. Menenjit ve pndmoni etkenleri Gram
boyamada goriilebilir ve spesifik tedaviye baglanabilir. Boylece
gereksiz yere toksik ve/veya pahali antibiyotikler kullanilmamug
olur. Fuzobakteriler ve spiroketlerle olusan Vincent anjininde
etkenleri tiretip tanimlamak kolay degildir ama Gram boyamasi
tan1 koydurabilir. Nekrotizan fasiitli bir hasta dokusundan
yapilan Gram boyamada zincir yapmis koklarin goriilmesi
Streptococcus pyogenes infeksiyonunu, balgam 6rneginde
Gram pozitif diploklarin goriilmesi S.pneumoniae, BOS
orneginde Gram negatif diploklarin goriilmesi de meningokok
menenjitini diisiindiirecektir(13.25:33),

2. Kalite kontrolii amaciyla: Incelenecek drnegin kiiltiir igin
uygunlugunu saptamak icin degerli bir aractir?0), Kiiltiir icin
alman 6rnegin uygunlugu ve yeterliligini saptamada Gram
boyama yardimcidir. Vaginal ve iiretral 6rnekler gibi istisnalar
disinda genel olarak ¢ok sayida epitel hiicresi goriilmesi
ornegin iyi alinmadigmin, polimorf niiveli 16kosit (PNL)
goriilmesi ise 6rnegin infeksiyon bolgesinden alindigimin
gostergesidir(13:3343), Preparatta skuamoz epitel hiicrelerinin
(SEH) coklugu genellikle flora bakterilerinin kiiltiirde
iireyeceginin ve kiiltiiriin klinik 6neminin olmayacaginin
gostergesidir. Bu sekilde degerlendirme yapmak gereksiz
islemlerle zaman, emek ve para harcanmasini 6nler. Buna
karsin PNL goriilmesi infeksiyonun kanit olacaktir(33.3343),
Orneklerin bu sekilde kalite kontrolii 6zellikle balgam icin
cok degerlidir. Balgamda kiiciik biiytitme ile goriilen ortalama
SEH sayis1 10’dan fazla ise 6rnek incelenmemeli ve tekrar
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istenmelidir. Legionella, M.tuberculosis kiiltiirii i¢in génderilen
orneklerde ve kistik fibrozlu hastalarin balgamlarinda bu
kriterler kullanilmaz(39-43), SEH sayismin 10’dan fazla oldugu
durumlarda her sahada bulunan PNL sayis1 SEH sayisinin 10
katindan fazla bulunuyor ve preparatta baskin sekilde ve ¢ok
sayida tek tip bakteri goriiliiyorsa drnegin incelenebilecegi de
belirtiimektedir3). Eriskinlerdeki trakeal aspirat Srneklerinde
kiiciik biiyiitmede 10’dan fazla SEH goriilmesi veya
mikroorganizma goriilmemesi (20 immersiyon objektifi
sahasinda en azindan bir bakteri goriilmeli) de 6rnegin
mikrobiyolojik inceleme i¢in uygun olmadifini gosterir.
Cocuklarin endotrakeal aspirat 6rneklerinde mikroorganizma
goriilmemesi de 6rnegin mikrobiyolojik inceleme igcin uygun
olmadigin1 gosterir(43). Bronkoalveoler lavaj (BAL)
orneklerinde SEH sayis1 % 1’den fazla ise 6rnek uygun kabul
edilmemektedir®?. Idrar sedimentinin Gram boyamasinda
her sahada >3 SEH ve 3 farkli morfolojide bakteri goriilen
orneklerin mikrobiyolojik incelemesi gereksizdir(3?). Yiizeyel
yara siiriintiilerinde 2’den fazla SEH goriilmesi ama PNL
goriilmemesi de 6rnegin uygun alimmadigim gosterir9),
3. Rutin yapilmayan Kkiiltiire gereksinim olup olmadigini
anlamak icin: Klinisyen gonderdigi bir 6rnekten rutin
bakteriyolojik kiiltiir istemis ama Gram preparatinda mayalar
veya hifler veya dallanan Gram pozitif ¢comaklar goriilmiisse,
Gram preparatt dmegin mantar veya nokardiya acisindan da
incelenmek lizere, rutin ekim i¢in kullanilan besiyerlerinden
bagka bu etkenleri tiretecek ek besiyerlerine ekimi icin yol
gosterici olacaktir(13.26),

4. Kiiltiir sonucunun dogru yorumlamak amaciyla:
Kiiltiirde iireyen bakteriler ile Gram boyama sonucu uyusuyor
mu? Gram boyamada baskin sekilde goriilen bakteriler kiiltiirde
de baskin sekilde liremis mi? gibi sorularin cevabi kiiltiiriin
yorumlanmasinda énemlidir. Bundan bagka Gram preparati
ornekteki etkenleri oldugu gibi gostereceginden, infeksiyon
etkenleri konusunda kiiltiirden daha degerli bilgi verebilir.
Ciinkii etken(ler)in dokuda ve besiyerinde iiremeleri farkli
olabilir. Ornegin mikst infeksiyonlarda etken olan bakterilerden
bazilar1 besiyerinde iiremeyebilir veya anaerop bir bakteri
rutin kiiltiirde tiremeyebilir(13.26),

5. Bakteri identifikasyonu ve antibiyotik duyarhlik testleri
icin: Identifikasyon ve duyarhlik deneylerinde izlenecek yol
kiiltiirde iireyen bakterinin Gram boyamasi yapilarak belirlenir.
Bakterinin Gram 6zelligi ve morfolojisi yaninda besiyerindeki
tireme 6zelligi de goz Oniine alinarak uygun identifikasyon
ve duyarlilik yontemleri sec¢ilir. Gram boyama ozelligi
bilinmeyen bir bakteriyi identifiye etmek neredeyse olanaksiz
gibidir. Ciinkii bakteri identifikasyonu i¢in kullanilacak
yontemler ve izlenecek yollar tamamiyle bakterinin Gram
boyama ve morfolojik 6zelligine gore secilmektedir. Bakterinin
Gram boyanma 6zelligi dogru belirlenmemigse identifikasyon
cogu kez i¢inden ¢ikilamaz bir problem haline doniisiir.



Benzer sekilde antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilacak
antibiyotikler de bakterinin Gram boyanma ve morfolojik
ozelliklerine gore belirlenir.

6. Bakterilerin kantitasyonu icin: Santrifiije edilmeden lama
damlatilan idrar gibi viicut sivilarindan yapilan Gram
boyamaya, immersiyon objektifi ile bakildiginda her sahada
bir veya daha fazla mikroorganizma goriilmesi halinde, kiiltiirde
genellikle iiriner sitem infeksiyonun gostergesi olan mililitrede
105°den fazla mikroorganizma iirer. Mililitrede 104 kadar
bakteri bulunan 6rneklerde etkenin gériilmesi icin bircok
sahaya bakmak veya 6rnegi santrifiije etmek gerekir. Mililitrede

104 den az bakteriyi santrifiije etmeden gérmek olanaksizdir
(13,43).

Tablo 3: Rutin olarak Gram boyama yapilmast gereken ve gerekmeyen klinik

ornekler@%%),

Boyama yapilmas: gereken ornekler Gereksiz olanlar

Ust solunum yolu drnekleri
Diski

Rektal siiriintii

Idrar

Kistik fibroz hastalarinmn balgami

Steril viicut sivilar (santrifiij/sitosantrifiij) ile
BOS (sitosentrifiij ile daha iyi)
Perikard, plevra, periton, eklem,
parasentez stvilar

Goz (konjuktiva siirtintiisti, kornea kazmntis1)

Dis kulak yolu akintisy/siirtintiisii

Genital 6rnekler
Uretra siiriintiisii (erkek)
Vagina/serviks siiriintiisti/akintist

Alt solunum yolu 6rnekleri
Balgam
Trakeal aspirat
BAL sivist
Bronkoskopi sivist
Doku

Yara veya abse
Siirtintii
Aspirasyon s1vist
Doku

Mide biyopsisi
Helicobacter pylori i¢in

Gram preparatmin tanida degerli oldugu bashca infeksiyonlar

Bakteriyel menenjit: BOS’dan Gram boyama 6rnek
1500g’de 15 dk santrifiije edildikten sonra sonra yapilmalidir
(39). Normal BOS sterildir ve cok az sayida lenfosit bulunabilir
(“1_BOS’un sitosantrifiij ile yapilan yaymasindan yapilan
Gram boyamas1 ile daha yiliksek oranda pozitif sonug
alinabilmektedir(27-39:41.43)_ Sitosantrifiij sonrasinda yapilan
Gram boyama ile antibiyotik alanlarda % 88, antibiyotik
almayan hastalarda % 92 oraninda bakteriyel ve fungal
etkenlerin tamisinin konulabilecegi belirtilmistir(7). BOS’ dan
Gram boyama uygun sekilde yapilirsa tedavi baglanmamis
hastalarda % 60-80 oramnda pozitif sonug verir. Haemophilus
influenzae i¢in daha duyarli ama Neisseria meningitidis ve
S.pneumoniae igin daha az duyarhidirlD, Bakteriyel menenjitte
BOS’da PNL sayis1 degisken olabilir hatta PNL'nin ¢ok az
olmasi veya bulunmamasi kotii prognoz isaretidir. Bu nedenle
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menenjit siipheli tiim olgularda PNL varlig1 dikkate alinmadan
Gram boyamas1 muhakkak yapilmalidir4®), BOS Gram
boyamasi olasi etiyolojik etkeni belirlemenin en ¢abuk ve
ucuz yollarinda biridir. Duyarliligt % 60-90, 6zgiilliigii ise
neredeyse % 100’diir! Pozitif sonu¢ BOS’da bulunan bakteri
sayist ile iligkilidir. Mililitrede 103 bakteri varsa pozitiflik
oran1 % 25 kadardir. Mililitrede 105 bakteri bulundugunda
pozitiflik % 97’ye ulagir. Alinan sonuglar bakterilere gore de
degismektedir. S.pneumoniae’de % 90, H.influenzae’de %
86, N.meningitidis’de % 75, Gram negatif ¢omaklarda % 50,
Listeria’da % 50’den azdir. Hastanin antibiyotik almig olmasi
da bu oranlar diigiiriir (Gram icin % 40-60, kiiltiir icin %
50’den az). Cocuklarda antibiyotik tedavisi baglandiktan 24-
36 saat sonra bile kiiltiirleri % 90-100 oraninda negatif
kalmaktadir ! Bazi calismalarda protein konsantrasyonu ve
Gram pozitifliginde de anlamli diisiisler olacag: da
belirtilmigtir(1D.

Uriner sistem infeksiyonlar1: Normalde idrar sterildir
ama orta akim idrarinda az sayida epitel hiicreleri ve flora
bakterileri de bulunur. Idrar érneklerinden Gram boyama
genellikle yapilmaz ama santrifiije edilmeden yapilan Gram
boyamada her immersiyon sahasinda bir veya daha fazla
bakteri goriilmesi ml’de en azindan 103 bakteri bulundugunun
gostergesidir(!D, Birkag sahada hi¢ bakteri goriilmemesi
bakteri sayisinin mililitrede 105’den az oldugunu gosterir3?).
Semptomatik hastalarda 16kosit esteraz testi pozitif, mm?3’de
>10 PNL bulunuyor ve idrar sedimentinden yapilan Gram
boyamada her sahada ortalama SEH <3 ise 6rnek kiiltiir i¢in
uygundur. Asaemptomatik hastalarda PNL ile ilgili degerler
dikkate alinmamalidir. Sediment Gram boyamasinda her
sahada > 3 SEH ve 3 farkli morfolojide bakteri goriilen
orneklerin mikrobiyolojik incelemesi gereksizdir9).

Gastrit: Mide biyopsi 6rneklerinde Gram boyama ile
H.pylori goriilebilirD,

Cinsel temasla bulasan hastaliklar: Vajinal salgi
orneklerinde normal flora bakterisi olan laktobasillerin
kaybolmasi veya sayica ¢ok azalmasi ve skuamoz vajina
epiteli hiicrelerinin Gram negatif veya Gram labil boyanan
kokobasiller ile kapli “kanit hiicreler” halinde goriilmesi
Gardnerella vaginalis’e bagli bakteriyel vajinoz i¢in
patognomoniktir. Laktobasillerin kaybolmasi veya sayica cok
azalmasi ve Gram labil boyanan kiiciik kivrimli gomaklarin
preparata hakim olmasi da Mobilincus bakteriyel vajinozunu
diisiindiiriir(11-39:41.43). Vulvovajinit ve servisit olgularinda
hiicre i¢ci Gram negatif diplokoklarin goriilmesi gonore igin
tant koydurucudur. Hiicre dis1 diplokoklar tan1 koydurucu
degildir ¢iinkii saprofit Neisseria’lar kadin genital sistem
normal florasinda bulunur. Servikal gonoreli kadinlarin ancak



% 60’mmda Gram boyama sonucu pozitiftir ve negatif sonug
gonoreyi dislayamaz(34. Trichomonas vaginalis vajinitlerinde
Gram boyamada etken goriilebilir™D,

Semptomatik erkeklerde direk Gram boyamas: ile
gonokoksik iiretrit tanis1 cok ¢abuk ve ucuz sekilde yapilabilir.
Duyarlilik ve 6zgiilliik > % 95’dir. Asemptomatik kisilerde
duyarhilik daha diisiiktiir ama yine de spesifiktir. Servikal
akimt: rneklerinde ise giivenirliligi azdir(!D). Gonorede asil
tanisal deger tastyan bulgu hiicre i¢i Gram negatif diplokoklarin
varliginin gosterilmesidir. Bu durum semptomatik olgularin
% 95’inde, asemptomatik ve kiiltiir negatif olan ogularin ise
% 2’den azinda goriilmektedir. Hiicre dis1 Gram negatif
diplokoklarin goriilmesinin gonore i¢in yol gosterici degeri
9 10-29 arasindadir. Gonore prevalansi diistilkce bu bulgunun
prediktrif degeri de diisecektir. Cok sayida PNL varliinda
Gram negatif diplokoklarin bulunmamas1 nongonokoksik
iiretriti (NGU) diisiindiirmelidir®>). Uretral akintinin Gram
boyamasinda gonokoksik tretritte hiicre ici Gram negatif
diplokoklar % 95 oraninda pozitif, NGU olgularinda ise %
97 oraninda negatiftir. Bu nedenle iiretrit olgularinin yarisinin
gonokoksik oldugu bir populasyonda pozitif sonu¢ gonoreyi,
negatif sonu¢ ise NGU’yu % 98 dogrulukta gosterecektir.
Hiicre dis1 Gram negatif diplokoklarin goriilmesi ile gonore
tanist ancak % 10-30 oraninda dogrulukla konabilmektedir.
Baz1 gonokoklarm besiyerinde bulunan vankomisin ile inhibe
olmas1 nedeniyle kiiltiir duyarlilig1 % 100 degildir. Kiiltiirden
Oonce hastanin antibiyotik almasi da kiiltiir sonucunu
negatiflestirmektedir. Bu nedenle Gram ile tan1 konan ancak
kiltiirii negatif kalan hastalarin cogunun gercekte gonore
oldugu bilinmelidir. Erkeklerdeki semptomatik infeksiyonlarda
Gram boyama sonucunu dogrulama amaci ile kiiltiir yapilmasi
gereksizdir ! Bu hastalarin % 5 kadarinda kiiltiir sonucu negatif
olabilmektedir. Kiiltiir NGU diisiiniilen olgularda
N.gonorrhoeae’yi atlamamak igin yapilmalidir3S),

Deri, kas ve yamusak doku infeksiyonlari: Ozellikle
antibiyotik tedavisi altindaki hastalarda Gram boyama
etiyolojiyi aydinlatmak icin tek yoldur. Yiizeyel yaralar ¢evre
ve flora bakterileri ile kolonize olurlar ve degerlendirilmeleri
cok tartigmali ve sorunludur. A¢ik yaralarin yiizeylerinden
alinan siirlintii 6rneklerinin mikrobiyolojik incelemesi
genellikle uygun degildir. Yaranin cerrahi yontemlerle
temizlenmesi ve yara zemininden 6rnek alinmasi nerilmektedir
(39), Yiizeyel yara siiriintiilerinde Gram preparatinda her sahada
ortalama 2’den az SEH ile birlikte PNL goriilmesi 6rnegin
inceleme igin uygun oldugunu gosterir®?). Gram preparatinda
her sahada ortalama >2 SEH goériilen ve PNL gériilmeyen
yara materyallerinin mikrobiyolojik incelemeleri gereksizdir
(39

Taze kesilmis doku orneklerinden doku yiizeyi lama
bastirilarak preparat hazirlanabilir. Bask1 preparat1 6giitiilmiis
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doku 6rneginden daha degerlidir. Clinkii inceleme ve yorum
yapmak daha kolaydir(13:43), Gram boyamasi sonucu ile kiiltiir
uyusmalidir. Direkt 6rnekte tek bagina veya bagka bakterilerle
birlikte goriilen zayif Gram negatif boyanan bakterilerin
kiiltiirde tirememesi Bacteroides gibi anaeroplarla olugan bir
infeksiyonu diisiindiirmelidir(!1-13:4D_ Birgok yara ve abse
orneklerinde birden ¢ok etken bulunabilmektedir. Hayvan
siriklarindan sonra olugan infeksiyonlarda etken olabilen
Pasteurella multicida PNL i¢inde ve diginda Gram negatif
kokobasil olarak goriilebilir*!). Gazli gangren olgularinda
dokudan hazirlanan preparatlarda Clostridium perfringens’i
diisiindiiren kalin Gram pozitif comaklar goriilebilir®D. Bircok
anatomik bolgenin abse 6rneginde Staphylococcus aureus en
sik bulunan bakteridir(41),

Periton sivisi, plevra sivisi, eklem sivisi, perikard
sivist: Santrifiije edildikten sonra yapilacak inceleme ile olas1
etiyolojik etken saptanabilir ve uygun antibiyotik tedavisi
baglanabilir!D. Bir mililitreden fazla olan drnekler 1500g’de
15 dk santrifiije edildikten sonra incelenmelidir9).

Pnomoni: Gram boyamanin ve kiiltiiriin pnomoni
tanisindaki yeri ¢ok tartigmalidir. Genel olarak toplumdan
edinilmis pnémonilerde Gram boyamasinin olas: etiyolojik
etken ve baglangic¢ antibiyotik tedavisi konusunda yol gdsterici,
basit ve ucuz bir yontem oldugu kabul edilmektedir. Boyama
balgamin piiriilan kismindan yapildiginda ve kiiciik biiytitmede
her sahada ortalama < 10 SEH ve =25 PNL goriilmesi
halinde Gram boyamanin degeri artar. Bu kriterlere uymayan
balgam degerlendirilmemelidir(®). Notropenik hastalarda PNL
ile ilgili degerler dikkate alimmamalidir®3. Uygun balgam
orneginde PNL icinde bakterilerin goriilmesi ¢cok degerli bir
bulgudur®?), Toplumdan kazanilmis pndmonilerde bu kriterlere
uyan balgam preparatinda baskin olarak goriilen bir bakteri
ile kan kiiltiiriinden izole edilen bakteri % 85 oraninda
uyusmaktadir. Buna kargin balgam kiiltiirii ile kan kiiltiirii
arasindaki uyum bundan daha az ve % 50-60 kadardir!
Ozellikle ortalama olarak her immersiyon sahasinda en azndan
10 adet karekteristik Gram pozitif diplokok bulundugunda
veya bu bakteriler preparatta baskin sekilde goriildiigiinde
Gram boyama pnomokoksik pnémoniyi % 85 6zgiillik ve
% 62 duyarlilikla saptayabilmektedir. Tanisal deger, kapsiil
sismesi deneyi ile artirilabilmektedir. Bu durumda Gram
boyamanin kiiltiirle korelasyonu % 89 gibi yiiksek degerlere
cikmaktadir. Pnomokoklarin saglikli yetigkinlerin yarisinin
nozofarenks florasinda bulundugu unutulmamalidir. Bu nedenle
kronik bronsitli hastalarda alt solunum yollar1 da bu bakteri
ile kolonize olacaktir. Bu durumda 6rneklerde pnomokok
saptanmasinin hastalik anlamina gelmeyebilecegi bilinmelidir.
Tastyicilarda Gram boyamasinda goriilecek veya kapsiil sisme
deneyi ile pozitif sonug alinacak kadar pndmokok bulunmamast



bronsitin etiyolojik tanisinda karar vermede yardimci olabilir.
Balgam Gram boyamasinda kiiciik Gram negatif kokobasiller
H.influenzae igin karekteristiktir. Sensitivitesi S.pneumoniae
icin olandan diisiik ve % 40-80 arasindadir. Kiime yapmus
koklar stafilokok infeksiyonunu, Gram negatif diplokoklar
Moraxella catarrhalis’i, degisik morfolojide bakterilerin
birlikte bulunmasi anaerobik infeksiyonu diistindiiriir. Kistik
fibrozlu hastalarda ince Gram negatif comaklar Pseudomonas
pnomonisini, 6zellikle immiinsuprese hastalarda dallanan
Gram pozitif comaklarin goriilmesi Nocardia pndmonisini
diisiindiiriir. Immiinsupresyonlu hastalarda gelisen Candida
pnomonisinde balgamda maya hiicreleri goriiliir(4D,
Bakteriyemik pnomokok pndmonilerinde balgam kiiltiirlerinin
% 45-50’si, bakteriyemik H.influenzae pnémonilerinin
kiiltiirlerinin ise % 34-47’si negatif sonu¢ vermektedir.
Bronkoskopi ile alinan 6rneklerde Gram boyama kiiltiir sonucu
gelene kadar antibiyotik baglanmasi igin yol gostericidir.
Pozitif Gram boyama sonucu >% 78 duyarlihkla ml’de 103°den
fazla bakteri bulundugunu gosterir. Bronkoalveoler lavaj
(BAL) orneklerinde hiicrelerin % 5’den fazlas1 bakteri
iceriyorsa pnomoni tanist % 90°dan fazla duyarlilik ve
% 89-100 ozgiilliikle konulabilir. Hiicre i¢i (PNL, makrofaj)
bakterilerin % 2 veya % 7°den fazla oranda bulundugu
durumlar igin de benzer oranlar bulunmustur(®). Antibiyotik
almamis hastalarda Gram boyama ile pndomokoksik
pnomonilerin > % 80 oraninda saptandig1 bildirilmistir(30).
Sitosantrifiij ile hazirlanan BAL 6rneginde her immersiyon
objektifi sahasinda bir bakteri goriilmesi ve kantitatif kiiltiirde
ml’de > 103 bakteri iiremesi bu etkenle olusan pnomoniyi
diisiindiiriir3%43), Balgam 6rneklerinde kiiciik biiyiitmede her
sahada ortalama >10 SEH goriilen 6rnekler mikrobiyolojik
inceleme i¢in uygun degildir(3?). Yetigkinlerin trakeal aspirat
orneklerinin Gram preparatinda kiigiik biiyiitmede her sahada
ortalama >10 SEH bulunmasi ve 20 immersiyon sahasinda
bakteri goriilmemesi halinde 6rnegin mikrobiyoloji i¢in uygun
olmadig1 kabul edilir(39:43), BAL 6rneklerinde goriilen
hiicrelerin < % 1°i SEH ise 6rnekler inceleme igin uygundur(39),

Gram boyama sonuclarmi etkileyen faktorler

Bozulmus veya yanhs hazirlanmgs cézeltiler: Boyamada
kullanilan ¢6zeltilerin her hazirlandiginda boyama i¢in uygun
olup olmadiklar1 E.coli ve S.aureus kiiltiirlerinden boyama
yapilarak kontrol edilmelidir. Bu kontroller siipheli durumlarda
da yapilmalidir. Kalite kontrolii i¢in bir bagka yontem de epitel
hiicreleri, degisik morfolojide Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin bulunacagi agiz siiriintiisinden preparat
yapilmasidir(33:43), Epitel hiicrelerinin Gram degisken
goriilmesi boyamanin iyi oldugunun bir bagka gostergesidir.
Bir preparattaki epitel hiicrelerinin tamamen Gram negatif
boyanmasi agirt dekolorizasyonun, epitel hiicreleri ve PNL lerin
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Gram pozitif boyanmasi da yetersiz dekolorizasyonun igareti
sayilir(33),

Yetersiz dekolarizasyon: Yanlis Gram pozitif boyama
ile sonuc¢lanir ve Gram negatif mikroorganizmalar da Gram
pozitif olarak goriiliirler. En sik neden 6rnegin lama homojen
ve ince sekilde yayilmamasidir. Boyle preparatlar makroskopik
olarak gozle bile anlagilir ve preparat koyu mavi, kalin ve
heterojen boyali goriiliir. Boyle bir preparat ile mikroskopik
inceleme ile dogru sonuca varmak olanaksizdir. Bu durumda
yeni bir preparat hazirlanmalidir. Yeni bir preparat i¢in yeterli
ornek yoksa, lam iizerindeki immersiyon yagi ksilenle 1slatilan
bir pamuk ile silinerek temizlenir ve dekolorizasyon ve zit
boyama islemleri tekrarlanir(13-43), Tyi hazirlanmig preparat
ince, homojen, hafif seffaf ve pembe renkte goriilmelidir.

Asr1 dekolarizasyon: Gram pozitif mikroorganizmalarin
Gram negatif olarak  goriinmelerine neden olur. Preparatta
sadece Gram negatif boyanmis epitel hiicreleri ve Gram
negatif bakteriler goriiliir. Gram boyama tekniginin uygun
yapilip yapilmadigt boyama sirasinda Gram pozitif
mikroorganizma iceren (6rnegin oral sekresyon gibi) bagka
bir 6rnekle paralel boyama yapilarak anlagilabilir. Uygun bir
boyama yapilmadig1 anlasilirsa yeni bir preparat hazirlanir
veya preparat i¢in klinik 6rnek yoksa, lamdaki immersiyon
yagi1 ksilen ile silinerek tiim boyama agamalar1 yeniden
tekrarlanir(13),

Kristal viyole cokeltileri: Yanliglikla Gram pozitif kok,
comak veya mantar olarak yorumlanabilirler. Bu ¢okeltiler
genellikle preparatin kalin hazirlanan kismmda olusurlar(13:41),

Bakterilerle ilgili sorunlar: Acinetobacter (Gram negatif
comak) ve Bacillus (Gram pozitif gomak) cinsi bakteriler ile
Gram preparatinda her zaman beklenen sonug alinmaz ve bu
bakteriler siklikla Gram degisken boyanirlar(13:43), Bazi
bakteriler zayif boyanirlar ve zeminle yeterli kontrast
olusturamadiklarindan goriilmeleri zor olabilir. Zay1f boyanan
Gram negatif bakterileri ve hemofil tiirleri gibi kolaylikla
gozden kacabilen, kiiciik, pleomorfik Gram negatif bakterileri
zeminden ayirabilmek i¢in preparati dikkatlice incelemek
gerekebilir13). Gram pozitif bakterilerin eski kiiltiirleri Gram
negatif boyanabilmektedir. 48 saatlikten eski kiiltiirler yanlis
Gram negatif boyanir. Cok geng kiiltiirlerde de yanlis Gram
negatiflik olusabilir(13.33), Gram boyama icin en uygunu 18-
24 saatlik kiiltiirlerden boyama yapilmasidir(33:43), Kronik bir
infeksiyon bolgesinden alinan 6rneklerde de bakterilerin eski
kiiltiirtindekine benzer sorunlar olugabilir ve bakteriler yanls
Gram negatif boyanabilir10-33), Morfolojiyi en iyi stv1 kiiltiirden
yapilan boyama gosterir(33:43). Antibiyotik iceren ortamdan
yapilan boyamalar da uygun degildir. Gram pozitif bakteriler
Gram negatif boyanabilirler!3-33.43), Gram pozitif bakterilerde
irilesme ve Gram negatif bakterilerde de filamanlagma goriiliir.
Antibiyotik tedavisi altindaki hastalarin Gram preparati
incelenirken bu énemli olabilir33). Inkiibasyon 1s1s1 ve atmosfer



kosullar1 da bakterilerin boyanma 6zelligini degistirebilir.
Omegin Peptostreptococcus asaccharolyticus, Eubacterium
plautii, Clostridium ramosum, Clostridium symbiosum ve
Clostridium clostridiiforme aerobik kosullarda Gram negatif
boyanabilmektedir. Bu bakterilerin boyama iglemleri anaerop
kabinde yapilirsa dogru sonug almmaktadir 31, Fagosite olan
mikroorganizmalarin morfolojileri ve Gram boyanmalari
degisebilmektedir(33). Ciddi inflamasyon yanitinda bakterilerin
Gram boyanma 6zellikleri degisebilmektedir (10-33), Bircok
dokuda bulunabilen lizozim gibi enzimler Gram preparatinda
bakterinin goriilmesini veya morfolojisini degistirebilmektedir.
Otoliz olan bakterilerin (S.pneumoniae) morfoloji ve boyanma
ozellikleri degisebilmektedir®3). Is1 ile fiksasyon sirasinda
asirt 1sitma hem bakterinin morfolojisini bozar hem yanlig
Gram negatif boyanmaya neden olur®3), Metanol fiksasyonu
(1 dk) agir dekolarizasyonu Onler ama preparatt dekolorize
ederken de dikkatli olmalidir(3®. Metanol siv1 6rneklerin
(idrar ve BOS) fiksasyonu i¢in idealdir. Yikama sirasinda
oregin lamdan ayrilmasini 6nler, eritrositler saglam kalir ve
preparatin incelenmesi zeminin temiz olmasi nedeniyle daha
kolaylasir(3343)_ UV iginlarma tutulmus hiicreler ile otoliz
olan hiicreler de Gram negatif boyanabilmektedir(3%),

Fazla miikiis iceren 6rneklerde miikiisiin zit boya ile iyi
boyanmasi bakterileri gizleyebilir veya homojen boyanmama
nedeniyle Gram negatif bakterileri andiran goriintiiler
olusturabilir®3), Boyamada kullanilan ¢ozeltilerin bozulmus
olmas1 veya yanlis hazirlanmasi, boyama agamalarindaki
siirelere uyulmamasi da Gram reaksiyonunu degistirir(3343),

Gram boyama ile sonu¢ alinamayan durumlarda neler

yapilabilir ?

Boyama yanlis yapilmigsa preparat ksilen ile silindikten
sonra asamalar tekrar edilir*3), Az dekolore edilmigse yeniden
dekolere edilerek islemler sonlandirilir. Cok dekolere edilmisse
preparat yeniden boyanir. Boyama iglemi dogru yapilsa bile
Acinetobacter ve Bacillus cisi bakterilerin boyamalarinda
siklikla sorun olusmaktadir3), Bir bakterinin Gram 6zelligi
belirlenemiyorsa asagidaki yardimcei islemler uygulanabilir:
1. Tazehazwrlanmig % 3 KOH lama damlatilir ve bakterinin

saf kiiltiirii burada siispanse edilirse, 5-60 saniye sonra
stispansiyon viskoz ve jelatinoz kivama gelir ve jelatindz
siispansiyon 6ze ile lamdanm yukari dogru kaldirilirsa
iplik seklinde uzama goriiliir. Bu test Gram pozitif bakterilerle
negatif sonuc vermektedir(1:45,14.42),

2. Gram pozitif bakteriler i¢in inhibitor iceren MacConkey
gibi selektif besiyerinde Gram pozitif bakteriler liremez.
Buna karsin Enterobacteriaceae ve nonfermentatif Gram
negatif bakteriler 6zellikle Gram boyamasi degisken olabilen
Acinetobacter suglart bu besiyerinde kolayca iirerler. Zor
iireyen H.influenzae gibi bircok Gram negatif bakterinin
de MacConkey besiyerinde tiremedigi akildan ¢ikariimamalidir.
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3.

10.

11.

13.

14.

Duyarlilik deneylerinde vankomisin(142) ve aztroenam
diskleri cevrelerine bakilir. Gram negatif bakteriler vankomisine
direnclidir (Gram negatif bir bakteri olan Flavobacterium
vankomisine duyarlidir ve bu identifikasyona da yardimc1
olur !). Gram pozitif bakteriler de aztreonama direnglidirler.

KAYNAKLAR

Arthi K, Appalaraju B, Parvathi S: Vancomycin sensitivity and KOH
string test as an alternative to Gram staining of bacteria, Indian J Med
Microbiol 2003;21(2):121-3.

Beveridge TJ: Mechanism of gram variability in selected bacteria, J Bacteriol
1990;172(3):1609-20.

Beveridge TJ: Use of the Gram stain in microbiology, Biotechnic &
Histochemistry 2001;76(3):111-8.

Buck JD: Nonstaining (KOH) method for determination of gram reactions
of marine bacteria, Appl Environ Microbiol 1982;44(4):992-3.
Carlone GM, Valadez MJ, Pickett MJ: Methods for distinguishing gram-
positive from gram-negative bacteria, J Clin Microbiol 1982:16(6):1157-9.
Donowitz GR, Mandell GL: Acute pneumoniae, “Mandell GL, Bennet
JE, Dolin RD (eds): Principles and Practice of Infectious Diseases, 6.
baski” kitabinda s.819-45, Elsevier-Churchill Livingstone, Philadelphia
(2005).

Dunbar SA, Eason RA, Musher DM, Clarridge JE 3rd: Microscopic
examination and broth culture of cerebrospinal fluid in diagnosis of
meningitis, J Clin Microbiol 1998;36(6):1617-20.

Ehrlich P: Eine methode fiir das beflecken des tuberkelbazillus, Deutsche
Medizinische Wocbenshecrift 1882:8:269-70. (Ingilizcesine su baglan-
tidan ulagilabilir: http://www.asm.org/ ASM/files/ CCLIBRARYFILES/
FILENAME/0000000379/1882p118.pdf).

Ehrlich P: Ueber das Methylenblau und seine klinisch-bakterioskopische,
Verwerthung Ztschr F Klin Med 1881;2:710-3. (http://www.asm.org/
MemberShip/index.asp?bid=16731" de site edilmistir).

Esteban J, Garcia-Calvo G, Jimenez-Castillo P, Soriano F: Failure of
Gram stain to detect Propionibacterium acnes in specimens from clinically
significant infections, J Clin Microbiol 1996;34(8):2051.

Gill V], Federko DP, Witebsky FG: The clinican and the microbiology
laboratory, “Mandell GL, Bennet JE, Dolin RD (eds): Principles and
Practice of Infectious Diseases, 6. baski” kitabinda s. 203-41, Elsevier-
Churchill Livingstone, Philadelphia (2005).

Gram C: Ueber die isolirte Farbung der Schizomyceten in Schnitt-und
Trockenpraparaten, Fortschritte der Medicin 1884;2:185-9. (Makalenin
orjinalinin ingilizcesine su baglantidan ulagilabilir: http://www.asm.org/
ASM/files/ CCLIBRARYFILES/ FILENAME/0000000235/ 1884p215.pdf).
Graman PS, Menegus MA: Microbiology laboratory tests, “Betts RF,
Chapman SW, Penn RL (eds): A Practical Approach to Infectious Diseases,
5. baski” kitabinda s.935-66, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia
(2002).

Halebian S, Harris B, Finegold SM, Rolfe RD: Rapid method that aids

in distinguishing Gram-positive from Gram-negative anaerobic bacteria,



15.
16.

18.
19.
20.
21.
22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

J Clin Microbiol 1981;13(3):444-8.
http://home.primus.com.au/royellis/ST%5SCROMTECH.htm
http://nobelprize.org/medicine/laureates/1905/koch-bio.html
http://nobelprize.org/medicine/laureates/1908/ehrlich-bio.html
http://users.stlcc.edu/kkiser/History.page.html
http://www.arches.uga.edu/~kristenc/history.html
http://www.cat.cc.md.us/courses/ bio141/lecguide/unit1/ prostruct/ ulfigob.html
http://www.cat.cc.md.us/courses/bio141/ lecguide/unit1/prostruct/ ul fig10b.html
http://www.chemheritage.org/EducationalServices/chemach/ cssb/whp.
html
http://www.chemheritage.org/EducationalServices/chemach/ppb/pe.html
http://www.igb.es/HistoriaMedicina/personas/gram.htm
http://www.meddean.luc.edu/lumen/ DeptWebs/microbio/med/gram/
slides/slide8.htm.

http://www.meddean.luc.edu/lumen/Dept Webs/ microbio/ med/gram/
why-gs.htm

http://www.thermo.com/eThermo/CMA/ PDFs/Product/ product PDF_
24987.pdf

http://www.ucmp.berkeley.edu/history/leeuwenhoek.html
http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/Gram 1.htm
http://www.whonamedit.com/doctor.cfm/696.html

Johnson MJ, Thatcher E, Cox ME: Techniques for controlling variability
in gram staining of obligate anaerobes, J Clin Microbiol 1995;33(3):755-8.
Koch R: Die atiologie der Tuberkulose. Berliner Klinischen Wochenschrift
1882;15: 221-30. (ilk kez 24 Mart 1882’de Berlin Fizyoloji Cemiyeti
toplantisinda sunulmustur ve makale 10 Nisan’da yayinlanmigtir.
Makalenin orjinalinin ingilizcesi igin: http://www.asm.org/ASM/files/
CCLIBRARYFILES/FILENAME/0000000228/1882p109.pdf).
McClelland R: Gram’s stain: The key to microbiology, http://www.mlo-
online.com/ce/pdfs/aprO1.pdf

McCormack WM: Vulvovaginitis and cervicitis, “Mandell GL, Bennet

95

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

JE, Dolin RD (eds): Principles and Practice of Infectious Diseases, 6.
baski” kitabmda s.1357-72, Elsevier-Churchill Livingstone, Philadelphia
(2005).

McCormack WM, Rein MF: Urethritis, “Mandell GL, Bennet JE, Dolin
RD (eds): Principles and Practice of Infectious Diseases, 6. bask1” kitabinda
s.1347-57, Elsevier-Churchill Livingstone, Philadelphia (2005).
Musher DM, Montoya R, Wanahita A: Diagnostic value of microscopic
examination of Gram-stained sputum and sputum cultures in patients
with bacteremic pneumococcal pneumonia, Clin Infect Dis 2004;39
(2):165-9.

Sobel JD, Kaye D: Urinary tract infection, “Mandell GL, Bennet JE,
Dolin RD (eds): Principles and Practice of Infectious Diseases, 6. bask1”
kitabinda s.875-905, Elsevier-Churchill Livingstone, Philadelphia (2005).
Steinbach W1J, Shetty AK: Use of the diagnostic bacteriology laboratory:
A practical review for the clinician, Postgrad Med J 2001;77(905):148-56.
Thomson RB Jr, Miller M: Specimen collection, transport and processing:
Bacteriology, “Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken
RH (eds): Manual of Clinical Microbiology, 8. baski” kitabinda s.286-
330, ASM Press, Washington DC (2003).

Tunkel AR, Scheld WM: Acute meningitis, “Mandell GL, Bennet JE,
Dolin RD (eds): Principles and Practice of Infectious Diseases, 6. bask1”
kitabinda s.1083-126, Elsevier-Churchill Livingstone, Philadelphia (2005).
University of Washington, Department of Laboratory Medicine: Medical
Trainin Solution (MTS): http://www.medtraining.org/ltac adresinden ticretli
olarak veya deneme amaciyla ticretsiz iiye olarak ulagilabilir.

von Graevenitz A, Bucher C: Accuracy of the KOH and vancomycin
tests in determining the Gram reaction of non-enterobacterial rods, J
Clin Microbiol 1983;18(4):983-5.

York MK: Gram stain, “Isenberg HD (ed): Clinical Microbiology Procedures
Handbook, 2. baski” kitabinda s.3.2.1.1-3.2.1-23, ASM Pres, Washington
DC (2004).



96



