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KLIiNiK ARASTIRMA

Diska Kiiltiirlerinde Salmonella Cinsi Bakterilerin Izolasyonunda
Uzamis Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

The Effect of Extended Incubation of Stool Cultures on the Isolation Rates of Salmonella Species

Meral ONER, Burcin OZER, Pinar TURAN, Nermin SAKRU

Amac: Bu calismada, digki kilttrlerinde inklbas-
yon silresinin uzatilmasinin Salmonella cinsi bak-
terilerin izolasyon oranina katkisi arastirildi.

Calisma Plani: Toplam 1207 digki 6rnegi ayirtici,
secici ve cogdaltici besiyerlerine ekildi. Kati besi-
yerleri (Salmonella-Shigella agar, eosin metilen
blue agar) ve sivi besiyerinden (selenite broth) ya-
pilan altkdltirler 24 ve 48. saatlerde degerlendiril-
mek Uzere inklbe edildi.

Bulgular: Diski orneklerinin 1150’sinde (%95.3)
Ureme gorilmedi, 55’'inde Salmonella (%4.6), ikisin-
de Shigella (%0.2) cinsi bakteri tiredi. Ureme olma-
yan 1150 diski 6rnegi 16-18 saat daha inklibe edil-
diginde ek olarak 10 Salmonella cinsi bakteri izolas-
yonu elde edildi. Bunlarin selenite broth ve eosin
metilen blue agar besiyerinden izole edilen bir sus
disinda tamaminin selenite broth besiyerinden izo-
le edildigi gériildi. inkiibasyon siiresinin 24 saatten
48 saate uzatilmasinin Salmonella cinsi bakteri izo-
lasyonunu %18.2 oraninda artirdigi gordlda.

Sonugc: Bu calismada mikrobiyoloji laboratuvarla-
rindaki rutin digki kdltdrlerinde inkibasyon sulresi-
nin uzatiimasinin izolasyon oranini artirdigi ve bu
nedenle kullaniimasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Sézciikler: Bakteriyolojik teknikler; kultir medyasi; diya-
re/mikrobiyoloji; digki/mikrobiyoloji; Salmonella/izolasyon ve pu-
rifikasyon; Shigella/izolasyon ve purifikasyon; zaman faktorQ.

Objectives: We investigated the contribution of
extended incubation period of stool cultures to the
isolation rates of Salmonella species.

Study Design: A total of 1207 stool specimens
were inoculated into differential, enrichment, and
selective media. The solid media (Salmonella-
Shigella agar, eosin methylene blue agar), and
subcultures from liquid media (selenite broth) were
incubated for 24 and 48 hours.

Results: No growth was observed in 1150 cultures
(95.3%) of stool specimens. Salmonella strains
were isolated in 55 specimens (4.6%) and Shigella
(0.2%) in two specimens. Reincubation of 1150
specimens for another 16-18 hours yielded
Salmonella growth in 10 samples, all of which
were isolated in selenite broth except one which
was isolated in both eosin methylene blue agar
and selenite broth. It was found that extending the
incubation period to 48 hours resulted in a 18.2%
increase in the isolation of Salmonella strains.

Conclusion: Based on our findings, we suggest
that the system of extended incubation be a rou-
tine practice for stool cultures in clinical microbiol-
ogy laboratories.

Key Words: Bacteriological techniques; culture media; diar-
rhea/microbiology; feces/microbiology; Salmonella/isolation &
purification; Shigella/isolation & purification; time factors.

Bilindigi gibi, ishalle seyreden hastaliklar,
gelismekte olan tilkelerde halen bebek ve kiigiik

¢ocuklar i¢in 6nemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Bakteriyel ishal etkenlerinin baginda
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da Salmonella ve Shigella cinsi bakteriler gelmek-
tedir." Ulkemizdeki 6nemli halk saglig1 sorun-
larindan birini olusturan Salmonella enfeksiyon-
larinda, insan klinik Orneklerinden siklik sira-
styla S. enteritidis (%65), S. typhimurium (%23), S.
paratyphi B (%2), S. typhi (%2) ve S. serogrup C
suslar1 izole edilmektedir.” Otkun ve ark.” da
bolgemizde digskidan izole edilen Salmonella se-
rotiplerini siklik sirasiyla S. enteritidis (%58) ve
S. typhimurium (%38) olarak saptamislardir. Shi-
gella cinsi bakteriler ise S. dysenteriae, S. flexneri,
S. boydii ve S. sonnei olmak tizere dort gruba ay-
rilir. Ulkemizde 6nceki yillarda S. flexneri daha
sik izole edilirken, son yillarda S. sonnei ilk sira-
da izole edilmeye baglanmigtir.*”

Etkenlerin iiretilmesi amaciyla alinan disk:
ornekleri, bir genel iiretim besiyerinin yaninda
ayirtic, segici ve ¢ogaltic1 besiyerlerine de ekilir.
Yapilan ekimler bir gece 37 ‘C’de ve aerop ko-
sullarda inkiibe edilerek ertesi giin incelenir.
Ayirtic1 ve segici besiyerlerinde laktoz negatif
koloni olup olmadig: arastirilir. Ayrica, ¢ogaltic
siv1 besiyerinden ayirtic1 ve segici besiyerlerine
pasajlar yapilarak yine laktoz negatif koloniler
aranir. Laktoz negatif koloni yoksa bu kiilttirler
atilir.” Ancak, son yillarda yapilan caligmalar,
inkiibasyon siiresinin uzatilmasinin Salmonella
ve Shigella cinsi bakterilerin izolasyon sansin
artirdigimi gostermektedir.®” Calismamizda dig-
ki kultiirlerinin degerlendirilmesinde inkiibas-
yon siiresinin uzatilmasinin izolasyon oranini
artirip artirmadigini arastirdik.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Mart 2004 ile Aralik 2004 tarih-
leri arasinda laboratuvarimiza gonderilen 1207

adet digki 6rnegi secici besiyeri olarak Salmonella-
Shigella agar (SSA), ayirtic1 besiyeri olarak eosin-
metilen blue agar (EMB), ¢ogaltic1 besiyeri olarak
da selenite broth (SB) besiyerlerine ekildi. Besi-
yerleri 37°C’de aerop kosullarda 24 ve 48. saatler-
de degerlendirilmek tizere inkiibasyona birakild1.
Alt1 ve sekiz saat sonra SB besiyerinden SSA ve
EMB besiyerlerine altkiiltiirler yapildi. Ertesi giin
agar besiyerlerinde tireyen laktoz negatif koloni-
lere hareket, Triple sugar iron (TSI) agar , indol,
uire, sitrat, lizin-dekarboksilaz (LDC) testleri yapi-
ld1. Biyokimyasal ozellikleri Salmonella veya Shi-
gella’ya uyan bakteriler standart antiserumlarr ile
lam aglutinasyonu calisilarak tanumlandi. Tlk in-
kiibasyon devresinde laktoz negatif koloni sap-
tanmayan besiyerleri, 24 saat daha 37 ‘C’de inkii-
be edilerek laktoz negatif koloni varsa ayni sekil-
de identifiye edildi. Tiirlerin izolasyonunda izle-
nen yol Sekil 1’de gosterildi.

BULGULAR

Calismanin sonunda 1207 diski Orneginin
1150’sinde (%95.3) tireme saptanmazken, 55'in-
de (%4.6) Salmonella, ikisinde (%0.2) Shigella cin-
si bakterilerin tiredigi goriildii (Tablo 1). Sadece
SSA besiyerinden izole edilen suslarin sayis1 12
iken, SB besiyerinden izole edilenlerin sayis1 32
idi. On i sus ise hem SSA hem de SB besiyerin-
den izole edildi (Tablo 2). On digk: 6rneginde ilk
glin ireme saptanmazken, ikinci giinde Salmo-
nella cinsi bakteri tiremesi gozlendi, SB ve EMB
besiyerinden izole edilen bir sus disinda tama-
minda izolasyonun SB besiyerinden oldugu
saptand1. Inkiibasyon siiresinin 24 saatten 48 sa-
ate ¢ikarilmasinin Salmonella cinsi bakteri izolas-
yon oranint %18.2 artirdig1 gorilddi.

Tablo 1. inkiibasyon siiresine gore izole edilen suslarin (n=55) dagilim1

Inkiibasyon stiresi

24 saat 48 saat Toplam
Suslar Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1  Yiizde
Salmonella 45 81.8 10 18.2 55 100
S. enteritidis 29 85.3 5 14.7 34 100
S. typhimurium 4 66.7 2 33.3 6 100
Salmonella spp. 12 80.0 3 20.0 15 100
Shigella 2 100 - - 2 100
S. flexneri 2 100 - - 2 100
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Tablo 2. Besiyerlerine gore izole edilen suslarin dagilimi

Suglar
Besiyerleri Toplam Yiizde Salmonella  Salmonella Salmonella Shigella
enteritidis  typhimurium spp- flexneri

Salmonella-Shigella agar

24 saat 23 40.3 17 1 4 1

48 saat 2 3.5 2 - - 1
Eosin metilen blue agar

24 saat - - - - - -

48 saat 1 1.75 - 1 - -
Selenite broth altkiiltiirleri

24 saat 35 57.0 20 4 10 1

48 saat 10 17.54 5 2 3 -

TARTISMA vardir ve bunlarin digki kiltiirlerinden izolas-

Akut gastroenteritler azgelismis ve gelis-
mekte olan tilkelerde 6nemli bir halk saghg1 so-
runu olusturmaktadir. Enfeksiy6z ishal en ¢ok
cocuklarda gortilmekte ve gelismekte olan tilke-
lerdeki bes yasin altindaki ¢ocuk 6liimlerinin en
onemli nedeni olarak kabul edilmektedir. Insan-
larda akut gastroenterite yol acan pek ¢ok etken

yonu biiyiik 6nem tagimaktadir."”

izolasyon basarisini artirmak amaciyla ce-
sitli galismalar yapilmigtir. Alam ve ark.nin"
yaptiklar: calismada, diski kiilttirleri 24 saatlik
inkiibasyondan sonra besiyerlerinde tireme ol-
madig1 halde atilmamis, 24 saat daha inkiibe
edilmistir.  Salmonella cinsi bakterilerin

DISKI (n=1207)

Y

EMB besiyeri

TSI LDC  Ure  Sitrat  Hareket  Indol

Biyokimyasal testlerin degerlendirilmesi

Serolojik tiplendirme
(Salmonella: 55 + Shigella: 2)

SSA besiyeri
37 “C’de aerop ortamda 24 saat inkiibasyon

l SB besiyeri

l 6-8 saat sonra (n=1207)

EMB ve SSA besiyerlerine pasaj

37°C’de aerop ortamda 16-18 saat
inkiibasyon

Laktoz negatif

24 saat daha inkiibasyon

l(n:1150)

Laktoz negatif koloni yok ise atilir.

ekil 1. Digkidan Salmonella ve Shigella serotiplerinin izolasyonunda izlenen yo : Salmonella-Shigella agar;
kil 1. Diskidan Sal 11 Shigell tipl lasy da izl yol (SSA: Salmonella-Shigella ag;
EMB: Eosin metilene blue agar; SB: Selenite broth; TSI: Triple sugar iron; LDC: Lizin dekarboksilaz).
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%1.1"inin, Shigella cinsi bakterilerin ise
%4.85’inin ikinci 24 saatlik donemde izole ol-
dugu saptanmistir. Anilan ¢alismada, SB besi-
yeri kullanilmamuis, izolasyonun biiytik bolii-
mii SSA besiyerinden olmustur. Calismamizda
ise, ek olarak SB besiyerinin kulanilmasi ve
izolasyonun biiytlik oranda bu besiyerlerinden
yapilan pasajlarda gerceklesmesi dikkat cek-
mektedir; bu durum, SB besiyerinin ¢ogaltic
etkisinin izolasyon sansin1 artirmasina baglan-
di"" ve digki kiiltiirlerinde SB besiyerinin kul-
lanilmasinin 6nemli ve gerekli oldugu sonucu-
na varildi.

Fedorko ve ark.” calismalarinda SB besiye-
rini kullanmuslar, 6zellikle EMB ve diger ayiri-
1 besiyerlerinin inkiibasyon siiresinin uzatil-
masinin Shigella cinsi bakterilerin izolasyon
oranini artirdigini belirtmislerdir. Calismamaiz-
da EMB besiyerinden ilk 24 saatte Salmonella ve
Shigella cinsi bakteri izolasyonu gortilmedi; 48.
saatte izole edilen bir sus ise zaten SB besiye-
rinden yapilan altkiiltiirlerde ilk 24 saatte tire-
misti. Bu nedenle, rutin digk: kiltiirlerinde 6n-
ce SSA ve SB besiyerlerine ekim yapilmasi;
EMB besiyerinin SB besiyerinden yapilan alt-
kiltiirlerde kullanilmasinin, maliyeti diistirdi-
gl i¢in yararli olacagl sonucuna varildi. An-
cak, calismamizda izole edilen Shigella cinsi
bakteri sayisinin diisiik oldugu da goz ontinde
bulundurulmalidir.

Laboratuvarimizda inkiibasyon stiresinin 24
saatten 48 saate c¢ikarilmasi rutin olarak uygu-
lanmaya baglanmistir. Yaklasik bir yildir siiren
bu uygulama sonucunda izolasyon oranmin
%18.2 oraninda arttig1 goriilmiistiir. Bu yontem
fazladan besiyeri gerektirmedigi icin maliyeti
artirmamakta, ancak sonuclarin 24 saat daha
ge¢ bildirilmesine neden olmaktadir. Mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinda, rutin disk: kiilttirle-
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rinde inkiibasyon siiresinin uzatilmasini, izolas-
yon oranini artirmasi nedeniyle oneriyoruz.

KAYNAKLAR

1. Rohner P, Pittet D, Pepey B, Nije-Kinge T,
Auckenthaler R. Etiological agents of infectious
diarrhea: implications for requests for microbial cul-
ture. ] Clin Microbiol 1997;35:1427-32.

2. Erdem B. Ulkemizde Salmonella kokenlerinde anti-
biyotiklere diren¢ durumu nedir? Klimik Derg 2003;
16:14-5.

3. Otkun MT, Ozkan E, Oztiirk D, Diindar V, Tugrul M.
1995-1997 yillarinda diskidan izole edilen Salmonel-
la serotiplerinin dagilimi ve antibiyotik duyarlilikla-
r1. Infek Derg 1998;12:181-5.

4. Findik D, Tuncer I, Erdem B. 1999-2000 yillarinda
Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde izo-
le edilen Salmonella ve Shigella tiirlerinin gesitli an-
timikrobiklere duyarliliklar1. Selguk Univ Tip Fak
Derg 2001;17:225-9.

5. Haznedaroglu T, Baysallar M, Kiiglikkaraaslan A,
Gin H. Akut diareli olgulardan izole edilen Shigella
tiirlerinin dagilimi ve gesitli antibiyotiklere kars1 du-
yarliliklar1. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Dergisi 1993;4: 172-80.

6. Aysev AD, Guriz H. Drug resistance of Shigella
strains isolated in Ankara, Turkey, 1993-1996. Scand
] Infect Dis 1998;30:351-3.

7. Bopp CA, Brenner FW, Fields PI, Wells ]G,
Strockbine NA. Escherichia, Shigella, and
Salmonella. In: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA,
Tenover FC, Yolken RH, editors. Manual of clinical
microbiology. 8th ed. Washington DC: American
Society for Microbiology; 2003. p. 654-71.

8. Alam K, Hossain MA, Islam N, Sen SK, Sur GC,
Talukder KA, et al. Enhanced isolation of shigella
species by extended incubation of primary isolation
plates. ] Health Popul Nutr 2003;21:396-7.

9. Fedorko DP, Lehman SM, Yu PK, Germer JJ, Anhalt

JP. Increased efficiency of stool culture for the detec-

tion of Salmonella and Shigella. Diagn Microbiol

Infect Dis 1989;12:463-6.

Eksi F, Bayram A, Bala I. Akut ishalle bagvuran bes

yasin altindaki c¢ocuklarda digkidan izole edilen

patojenler. Infek Derg 2003;17:159-61.

11. Chapin KC, Lauderdale TL. Reagents, strains and
media: bacteriology. In: Murray PR, Baron EJ, Pfaller
MA, Tenover FC, Yolken RH, editors. Manual of
clinical microbiology. 8th ed. Washington DC:
American Society for Microbiology; 2003. p. 354-83.

10.



