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D›flk› Kültürlerinde Salmonella Cinsi Bakterilerin ‹zolasyonunda
Uzam›fl ‹nkübasyon Süresinin Etkisi

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

Meral ÖNER, Burçin ÖZER, P›nar TURAN, Nermin fiAKRU

Amaç: Bu çal›flmada, d›flk› kültürlerinde inkübas-
yon süresinin uzat›lmas›n›n Salmonella cinsi bak-
terilerin izolasyon oran›na katk›s› araflt›r›ld›.
Çal›flma Plan›: Toplam 1207 d›flk› örne¤i ay›rt›c›,
seçici ve ço¤alt›c› besiyerlerine ekildi. Kat› besi-
yerleri (Salmonella-Shigella agar, eosin metilen
blue agar) ve s›v› besiyerinden (selenite broth) ya-
p›lan altkültürler 24 ve 48. saatlerde de¤erlendiril-
mek üzere inkübe edildi.
Bulgular: D›flk› örneklerinin 1150’sinde (%95.3)
üreme görülmedi, 55’inde Salmonella (%4.6), ikisin-
de  Shigella (%0.2) cinsi bakteri üredi. Üreme olma-
yan 1150 d›flk› örne¤i 16-18 saat daha inkübe edil-
di¤inde ek olarak 10 Salmonella cinsi bakteri izolas-
yonu elde edildi. Bunlar›n selenite broth ve eosin
metilen blue agar besiyerinden izole edilen bir sufl
d›fl›nda tamam›n›n selenite broth besiyerinden izo-
le edildi¤i görüldü. ‹nkübasyon süresinin 24 saatten
48 saate uzat›lmas›n›n Salmonella cinsi bakteri izo-
lasyonunu %18.2 oran›nda art›rd›¤› görüldü.
Sonuç: Bu çal›flmada mikrobiyoloji laboratuvarla-
r›ndaki rutin d›flk› kültürlerinde inkübasyon süresi-
nin uzat›lmas›n›n izolasyon oran›n› art›rd›¤› ve bu
nedenle kullan›lmas› gerekti¤i sonucuna var›ld›.
Anahtar Sözcükler: Bakteriyolojik teknikler; kültür medyas›; diya-
re/mikrobiyoloji; d›flk›/mikrobiyoloji; Salmonella/izolasyon ve pu-
rifikasyon; Shigella/izolasyon ve purifikasyon; zaman faktörü.

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.

Bilindi¤i gibi, ishalle seyreden hastal›klar,
geliflmekte olan ülkelerde halen bebek ve küçük

çocuklar için önemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Bakteriyel ishal etkenlerinin bafl›nda
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da Salmonella ve Shigella cinsi bakteriler gelmek-
tedir.[1] Ülkemizdeki önemli halk sa¤l›¤› sorun-
lar›ndan birini oluflturan Salmonella enfeksiyon-
lar›nda, insan klinik örneklerinden s›kl›k s›ra-
s›yla S. enteritidis (%65), S. typhimurium (%23), S.
paratyphi B (%2), S. typhi (%2) ve S. serogrup C
sufllar› izole edilmektedir.[2] Otkun ve ark.[3] da
bölgemizde d›flk›dan izole edilen Salmonella se-
rotiplerini s›kl›k s›ras›yla S. enteritidis (%58) ve
S. typhimurium (%38) olarak saptam›fllard›r. Shi-
gella cinsi bakteriler ise S. dysenteriae, S. flexneri,
S. boydii ve S. sonnei olmak üzere dört gruba ay-
r›l›r. Ülkemizde önceki y›llarda S. flexneri daha
s›k izole edilirken, son y›llarda S. sonnei ilk s›ra-
da izole edilmeye bafllanm›flt›r.[4-6]

Etkenlerin üretilmesi amac›yla al›nan d›flk›
örnekleri, bir genel üretim besiyerinin yan›nda
ay›rt›c›, seçici ve ço¤alt›c› besiyerlerine de ekilir.
Yap›lan ekimler bir gece 37 ˚C’de ve aerop ko-
flullarda inkübe edilerek ertesi gün incelenir.
Ay›rt›c› ve seçici besiyerlerinde laktoz negatif
koloni olup olmad›¤› araflt›r›l›r. Ayr›ca, ço¤alt›c›
s›v› besiyerinden ay›rt›c› ve seçici besiyerlerine
pasajlar yap›larak yine laktoz negatif koloniler
aran›r. Laktoz negatif koloni yoksa bu kültürler
at›l›r.[7] Ancak, son y›llarda yap›lan çal›flmalar,
inkübasyon süresinin uzat›lmas›n›n Salmonella
ve Shigella cinsi bakterilerin izolasyon flans›n›
art›rd›¤›n› göstermektedir.[8,9] Çal›flmam›zda d›fl-
k› kültürlerinin de¤erlendirilmesinde inkübas-
yon süresinin uzat›lmas›n›n izolasyon oran›n›
art›r›p art›rmad›¤›n› araflt›rd›k.

GEREÇ VE YÖNTEM
Çal›flmam›zda Mart 2004 ile Aral›k 2004 tarih-

leri aras›nda laboratuvar›m›za gönderilen 1207

adet d›flk› örne¤i seçici besiyeri olarak Salmonella-
Shigella agar (SSA), ay›rt›c› besiyeri olarak eosin-
metilen blue agar (EMB), ço¤alt›c› besiyeri olarak
da selenite broth (SB) besiyerlerine ekildi. Besi-
yerleri 37˚C’de aerop koflullarda 24 ve 48. saatler-
de de¤erlendirilmek üzere inkübasyona b›rak›ld›.
Alt› ve sekiz saat sonra SB besiyerinden SSA ve
EMB besiyerlerine altkültürler yap›ld›. Ertesi gün
agar besiyerlerinde üreyen laktoz negatif koloni-
lere hareket, Triple sugar iron (TSI) agar , indol,
üre, sitrat, lizin-dekarboksilaz (LDC) testleri yap›-
ld›. Biyokimyasal özellikleri Salmonella veya Shi-
gella’ya uyan bakteriler standart antiserumlar› ile
lam aglutinasyonu çal›fl›larak tan›mland›. ‹lk in-
kübasyon devresinde laktoz negatif koloni sap-
tanmayan besiyerleri, 24 saat daha 37 ˚C’de inkü-
be edilerek laktoz negatif koloni varsa ayn› flekil-
de identifiye edildi. Türlerin izolasyonunda izle-
nen yol fiekil 1’de gösterildi.

BULGULAR

Çal›flman›n sonunda 1207 d›flk› örne¤inin
1150’sinde (%95.3) üreme saptanmazken, 55’in-
de (%4.6) Salmonella, ikisinde (%0.2) Shigella cin-
si bakterilerin üredi¤i görüldü (Tablo 1). Sadece
SSA besiyerinden izole edilen sufllar›n say›s› 12
iken, SB besiyerinden izole edilenlerin say›s› 32
idi. On üç sufl ise hem SSA hem de SB besiyerin-
den izole edildi (Tablo 2). On d›flk› örne¤inde ilk
gün üreme saptanmazken, ikinci günde Salmo-
nella cinsi bakteri üremesi gözlendi, SB ve EMB
besiyerinden izole edilen bir sufl d›fl›nda tama-
m›nda izolasyonun SB besiyerinden oldu¤u
saptand›. ‹nkübasyon süresinin 24 saatten 48 sa-
ate ç›kar›lmas›n›n Salmonella cinsi bakteri izolas-
yon oran›n› %18.2 art›rd›¤› görüldü.

Tablo 1. ‹nkübasyon süresine göre izole edilen sufllar›n (n=55) da¤›l›m›

‹nkübasyon süresi

24 saat 48 saat Toplam

Sufllar Say› Yüzde Say› Yüzde Say› Yüzde

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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TARTIfiMA
Akut gastroenteritler azgeliflmifl ve gelifl-

mekte olan ülkelerde önemli bir halk sa¤l›¤› so-
runu oluflturmaktad›r. Enfeksiyöz ishal en çok
çocuklarda görülmekte ve geliflmekte olan ülke-
lerdeki befl yafl›n alt›ndaki çocuk ölümlerinin en
önemli nedeni olarak kabul edilmektedir. ‹nsan-
larda akut gastroenterite yol açan pek çok etken

vard›r ve bunlar›n d›flk› kültürlerinden izolas-
yonu büyük önem tafl›maktad›r.[10]

‹zolasyon baflar›s›n› art›rmak amac›yla çe-
flitli çal›flmalar yap›lm›flt›r. Alam ve ark.n›n[8]

yapt›klar› çal›flmada, d›flk› kültürleri 24 saatlik
inkübasyondan sonra besiyerlerinde üreme ol-
mad›¤› halde at›lmam›fl, 24 saat daha inkübe
edilmifltir. Salmonella cinsi bakterilerin

DIfiKI (n=1207)

EMB besiyeri

SSA besiyeri
37 ˚C’de aerop ortamda 24 saat inkübasyon

SB besiyeri

EMB ve SSA besiyerlerine pasaj

37˚C’de aerop ortamda 16-18 saat
inkübasyon

Laktoz negatif

24 saat daha inkübasyon

Laktoz negatif koloni yok ise at›l›r.

(n=10)

Yok
(n=47)

Var

(n=1150)
TSI LDC Üre Sitrat Hareket ‹ndol

Serolojik tiplendirme
(Salmonella: 55 + Shigella: 2)

Biyokimyasal testlerin de¤erlendirilmesi

6-8 saat sonra (n=1207)

fiekil 1. D›flk›dan Salmonella ve Shigella serotiplerinin izolasyonunda izlenen yol (SSA: Salmonella-Shigella agar;
EMB: Eosin metilene blue agar; SB: Selenite broth; TSI: Triple sugar iron; LDC: Lizin dekarboksilaz). 

Tablo 2. Besiyerlerine göre izole edilen sufllar›n da¤›l›m›

Sufllar

Besiyerleri Toplam Yüzde 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 altkültürleri
24 saat 35 57.0 20 4 10 1
48 saat 10 17.54 5 2 3 –



%1.1’inin, Shigella cinsi bakterilerin ise
%4.85’inin ikinci 24 saatlik dönemde izole ol-
du¤u saptanm›flt›r. An›lan çal›flmada, SB besi-
yeri kullan›lmam›fl, izolasyonun büyük bölü-
mü SSA besiyerinden olmufltur. Çal›flmam›zda
ise, ek olarak SB besiyerinin kulan›lmas› ve
izolasyonun büyük oranda bu besiyerlerinden
yap›lan pasajlarda gerçekleflmesi dikkat çek-
mektedir; bu durum, SB besiyerinin ço¤alt›c›
etkisinin izolasyon flans›n› art›rmas›na ba¤lan-
d›[11] ve d›flk› kültürlerinde SB besiyerinin kul-
lan›lmas›n›n önemli ve gerekli oldu¤u sonucu-
na var›ld›.

Fedorko ve ark.[9] çal›flmalar›nda SB besiye-
rini kullanm›fllar, özellikle EMB ve di¤er ay›r›-
c› besiyerlerinin inkübasyon süresinin uzat›l-
mas›n›n Shigella cinsi bakterilerin izolasyon
oran›n› art›rd›¤›n› belirtmifllerdir. Çal›flmam›z-
da EMB besiyerinden ilk 24 saatte Salmonella ve
Shigella cinsi bakteri izolasyonu görülmedi; 48.
saatte izole edilen bir sufl ise zaten SB besiye-
rinden yap›lan altkültürlerde ilk 24 saatte üre-
miflti. Bu nedenle, rutin d›flk› kültürlerinde ön-
ce SSA ve SB besiyerlerine ekim yap›lmas›;
EMB besiyerinin SB besiyerinden yap›lan alt-
kültürlerde kullan›lmas›n›n, maliyeti düflürdü-
¤ü için yararl› olaca¤› sonucuna var›ld›. An-
cak, çal›flmam›zda izole edilen Shigella cinsi
bakteri say›s›n›n düflük oldu¤u da göz önünde
bulundurulmal›d›r.

Laboratuvar›m›zda inkübasyon süresinin 24
saatten 48 saate ç›kar›lmas› rutin olarak uygu-
lanmaya bafllanm›flt›r. Yaklafl›k bir y›ld›r süren
bu uygulama sonucunda izolasyon oran›n›n
%18.2 oran›nda artt›¤› görülmüfltür. Bu yöntem
fazladan besiyeri gerektirmedi¤i için maliyeti
art›rmamakta, ancak sonuçlar›n 24 saat daha
geç bildirilmesine neden olmaktad›r. Mikrobi-
yoloji laboratuvarlar›nda, rutin d›flk› kültürle-

rinde inkübasyon süresinin uzat›lmas›n›, izolas-
yon oran›n› art›rmas› nedeniyle öneriyoruz.
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