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PRE-INKUBASYON SURESi PSEUDOMONAS AERUGINOSA VE
ACINETOBACTER BAUMANNII TURLERININ OTOMATIZE BACTEC 9120
KAN KULTUR SiISTEMINDE SAPTANMASINI ETKILIYOR MU?

DOES PRE-INCUBATION PERIOD AFFECT DETECTION OF PSEUDOMONAS
AERUGINOSA AND ACINETOBACTER BAUMANNII SPECIES WITH
AUTOMATIZED BACTEC 9120 BLOOD CULTURE SYSTEM?

Melek DEMIR*, Nural CEVAHIR*, Ilknur KALELI*
Soner TIKVESLI*, Ergun METE*

OZET: Bu calismada nonfermentatif tiirlerin kan kiiltiir sistemlerinde
saptanmasinda pre-inkiibasyon suresinin etkisinin arastinlmasi amaclanmistir.
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii klinik suslarinin farkl
yogunluktaki stispansiyonlart BACTEC-9120 plus+Aerobic/F siselerine ekilmig
ve 0, 4, 8, 16 saat 36°C’de inkube edildikten sonra sisteme yuklenmistir. Hem
P.aeruginosa ve hem de A.baumannii susunun ekildigi tum siseler sisteme
yuklendikten sonra 24 saat icinde pozitif olarak sinyal vermistir. P.aeruginosa
susunda tum pre-inkibasyon surelerinde yogunluk azaldikca saptama suresi
uzamigtir. Bu calisma, laboratuvarimizda kullaniimakta olan BACTEC-9120 kan
kaltur sisteminin, nonfermentatif bakteriler icin 362C’de 16 saate kadar pre-
inklbasyon sonrasi saptamaya olanak tanidigini géstermistir.

Anahtar sézclikler: Kan kdltirti, pre-inkiibasyon stiresi, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, BACTEC-9120.

ABSTRACT: In this study, the effect of the pre-incubation period on
detection of non-fermentative species in blood culture system was investigated.
Different concentrations of Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter strains
were inoculated into BACTEC-9120 plus+Aerobic/F bottles and incubated for 0,
4, 8, 16 hours at 36°C and then were loaded to the system. Both P.aeruginosa
and A.baumannii strains yielded positive signals within 24 hours after loading. In
all preincubation periods, as the concentration of P.aeruginosa strains decreased,
the detection time was increased. The higher the concentration of A .baumannii
strains, is the longer the signalling time as the pre-incubation period is increased,
whereas the lower the concentration of A.baumannii strains, is the shorter the
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signalling time as the preincubation period is increased. Our study indicated that
the BACTEC-9120 blood culture system determined non-fermentative bacteria
after a pre-incubation time of 16 hours.

Key words: Blood culture, pre-incubation time, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, BACTEC-9120.

GIiRIS

Kandaki enfeksiyon etkenlerinin hizli ve dogru saptanmasi klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin temel sorumluluklari arasindadir2. Otomatize kan kultar
sistemleri, teknolojideki yeni gelismeler ile birlikte kanda dolasan bakterileri
kisa slrede saptamaya olanak vermektedir. Kan kulttrlerinde hizli ve dogru
Uremelerin saptanabilmesi kullanilan sistemlere bagl olmasi yaninda uygun ve
yeterli bir sekilde 6¢rmegin alinmasi ve zamaninda laboratuvara ulastinimasina da
baglidir. Alinan 6rnegin hemen laboratuvara génderilmesi ve sistemlere hemen
giriglerinin yapilimasi son derece 6nemlidir. Ancak bazen gerek fiziki kosullardan
kaynaklanan ve gerekse laboratuvarlarin galisma duzenlerinden kaynaklanan
nedenlerden dolayl, alinmis olan kan kudltdr siselerinin her zaman sisteme girisi
hemen yapillamamaktadir. Bu durumlarda bazi yayinlarda 4 saati gegmemek
kosulu ile disarda bekletilebilece@i veya 36°C’de bir sure inkibe edilebilecegi
belirtiimektedir'2. Ancak disarda bekleme sUresi ne kadar uzarsa bakteri izolasyon
sansl da o kadar azalmaktadir'.

Otomatize kan kultdr sistemleri, siselerde mikroorganizmalarin Urettigi CO,
artisini, pH ve redoks potansiyeli degisikliklerini floresan veya kolorimetrik yontemler
ile saptama temelinde calisirlar. Bakteriyemi etkenleri arasinda Pseudomonas
aeruginosa ve diger nonfermentatif etkenler bir cok antibiyotige direncli olmalari
nedeniyle énemli etkenlerdir. Klaerner ve arkadaslar® 2000 yilinda yayinladiklari
calismalarinda, BacT/ALERT Fan aerobik siselerin nonfermentatif bakterileri
saptamada yetersiz kaldigini ve P.aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suslarinin
sisteme yUklenmeden énce 36°C’de 4 saatten daha fazla sure inklbe edilirse
pozitif saptanamadigini belirtmistir. Bu calisma, deneysel olarak nonfermentatif
bakterilerden P.aeruginosa ve A.baumannii suslarinin hemen ve farkli surelerde
36°C’de bekletildikten sonra BACTEC-9120 kan kultur sistemi tarafindan saptanma
suresinin arastinimasi amaciyla planlanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calismada BACTEC-9120 plus+aerobic/F siseleri kullanildi.
Laboratuvarimizda bakteriyemik hastalardan daha once izole edilen ve tanimlanan
P.aeruginosa ve A.baumannii Klinik suslar kullanildr.

Deneysel calisma iki asamada planlandi®. Birinci asamada, taze kultdrde
dretilmis olan P.aeruginosa ve A.baumannii suglar buyyon i¢inde 0.5 McFarland
standart bulanikliga ayarlandi. Daha sonra bu hazirlanmig olan stspansiyondan
1 ml BACTEC-9120 plus+Aerobic/F siselerine ekildi. Bu siselerin birer tanesi
hemen sisteme yUklenirken diger siseler 4, 8, ve 16 saat 36°C de etlvde inkibe
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edildikten sonra sisteme yuklendi. Ikinci asamada, yukarda belirtildigi sekilde her
iki susun 0.5 McFarland standart bulaniklikta stspansiyonlari hazirlandi ve daha
sonra bu sutspansiyondan 1/100 ve 1/1000 dilisyonlarda yeni stspansiyonlar
hazirlanarak bu stuspansiyonlardan 100 ul kanl agara ekildi. 24 saat sonra Uremenin
degerlendiriimesi amaciyla 36°C’de inklbe edilmek Uzere etlve kaldinldi. Bu her
iki dilusyondaki suspansiyondan 1 ml BACTEC-9120 plus+Arobic/F siselerine
ekildi. Bu siselerin birer tanesi hemen sisteme yUklenirken diger siseler 4, 8
ve 16 saat 36°C’ de etlvde inklbe edildikten sonra sisteme yUklendi. Her iki
asamadaki siselerden sisteme yuklenmeden ve inkibasyona birakiimadan hemen
once 100 ul érnek alindi, kanl agara pasajlandi ve 24 saat sonra koloniler
degerlendirildi. Sisteme 0, 4, 8 ve 16. saatte yUklenmis olan tim siseler, pozitif
alarm verdigi streye kadar izlendi. Pozitif alarm veren siselerden %5 koyun kanli
agara ve EMB agara pasajlar yapildi ve 36°C’de 24 saat inklbe edildikten sonra
dremeler P.aeruginosa ve A.baumannii yoninden degerlendirildi.

BULGULAR

Hem P.aeruginosa ve hem de A.baurmannii susunun ekildigi tim siseler
sisteme yuklendikten sonraki 24 saat icinde pozitif alarm vermistir. Pasaj yapilan
tum siselerde P.aeruginosa ve A.baumannii ydonunde Uremeler saptanmistir.

P.aeruginosa susunun farkli konsantrasyonlarda ve farkl pre-inkibasyon
sUrelerine gore dreme sureleri Tablo I'de, A.baumannii sugsuna ait ireme sureleri
Tablo II'de gosterilmigtir.

Tablo I: Farkli Zamanlarda 36°C’de inkijbasyond::}n Sonra BACTEC-9120
Sistemine Yuklenmis Olan P.aeruginosa Iceren Siselerin
Pozitif Saptanma Sdreleri

Pre-inklibasyon Stresi/ Pozitif Saptama Suresi (Saat)

P.aeruginosa dilusyon miktari 0 Saat 4 Saat 8 Saat 16 Saat
0.5 McFarland 4.09 1.68 1.23 0.67
1/100 8.68 4.42 2.90 0.67
1/1000 9.68 7.09 3.56 1.00

Tablo II: Farkli Zamanlarda 36°C’de inkt'jlbasyond_an Sonra BACTEC-9120
Sistemine Yuklenmis Olan A.baumannii lgeren Siselerin
Pozitif Saptanma Sureleri

Pre-inkiibasyon stresi/ Pozitif saptama suresi (saat)

A.baumannii dilisyon miktari 0 saat 4 saat 8 saat 16 saat
0.5 McFarland 5.10 10.9 19.08 19.42
1/100 8.72 7.47 10.96 19.08

1/1000 11.24 5.46 4.21 8.55
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TARTISMA

Bakteriyemi hastane enfeksiyonlarinin énemli nedenlerinden biridir. Yogun
bakim olanaklarinin artmasina ve yeni tedavi yaklasimlarina ragmen bakteriyemiye
bagl élum orani halen yUksektir. Son yillarda bakteriyemi etkenleri arasinda Gram
pozitif etkenler daha 6n sirada yer almakla birlikte Gram negatiflerin klinik 6Gnemileri
halen devam etmektedir*.

Kan kultard, bakteriyemi etkenlerini saptamada énemli ve guvenilir bir
yontemdir. Kan kultarG igin son yillarda tim dinyada ve Ulkemizde bir cok
otomatize sistem kullaniimaktadirs''. Otomatize sistemler pozitif saptama surelerini
alarm vermeleri nedeniyle kolaylastirmaktadir. Ancak Ulkemizde zaman zaman
hastanelerin yapilanmalari geregdi, kan kultUrleri otomatize sistemlere zamaninda
ulasamayabilmektedir. Birden fazla yerlesim yerinde hastanenin farkli birimlerinin
bulunmasi nedeniyle drneklerin mikrobiyoloji laboratuvarina ulasma suresi
uzayabilmekte, bazen de ayni hastane icinde 6rneklerin servisten laboratuvara
ulasmasli gereken hizda olmayabilmektedir. Benzer sorunlar sadece ulkemizde
yasanmamakta, yurt disinda yayinlanmis calismalarda da vurgulanmaktadir?28,
Klaerner ve arkadaslarinin® 2000 yilinda yaptiklari yayinlari bu konuda oldukga
onemli bir calismadir. Bu arastiricilarin calismasinda, BacT/Alert sisteminde
kullanilan “FAN medium” siselerinin nonfermentatif bakterileri saptamada yetersiz
kaldigi ve Ozellikle sisteme yUklemeden 6nce 4 saatten daha uzun sure 36°C’de
inkibe edilmesi durumunda saptama suresinin 7 ginden daha fazla olabildigi
bildirimektedir®. Bu nedenle sisteme yuklemeden dnce en fazla 36°C’de 4 saat
inkibasyonu 6nermigler ve daha fazla inkibasyon durumunda nonfermentatif
bakterilerin Greme egrilerinin sistem tarafindan yeterince etkin bir sekilde
saptanamadigini ve buna bagl olarak pozitif saptama suresinin uzadigini ve
yalanci negatiflik oraninin arttigini vurgulamislardir®,

Bu calismanin planlanmasinda, hastane binalarimizin sehrin iki ayr bolgesinde
bulunmasi, otomatize kan kultdr sisteminin ise yerleske icindeki hastanede
bulunan mikrobiyoloji laboratuvarinda yer almasi rol oynamistir. Yerleske disindaki
hastaneden merkez laboratuvara 6rmeklerin gun icinde belirli araliklarla tasinmasi,
gece belirli bir saatten sonra tagima isleminin acil érneklerin disinda yapiimamasi
ve bu orneklerin diger hastanede etlvde inkibasyona birakillyor olmasi nedeniyle
bu konunun aragtinimasinin énemli oldugu disdndlmastir. Daha 6nce yayinlanmis
calismalarda nonfermentatifler disindaki mikroorganizmalarda sorun saptanmadigi
bildiriimistir?®. Bu nedenle c¢alismamizda éncelikle iki 6nemli nonfermentatif
bakterinin test edilmesi amaclanmistir. Bizim ¢alismamizda, P.aeruginosa susunun
farkll yogunluktaki tim ornekleri 24 saatten daha kisa sure iginde cihaz tarafindan
pozitif olarak saptanmigtir. Etivde bekletiimeden hemen cihaza yapilan yuklemelerde
bakteri yogunlugu azaldikca saptama sUresi uzamistir, ancak yine de 24 saati
asmamistir. Benzer durum diger pre-inkibasyon sUrelerinde de gozlenmistir.

Klaerner ve arkadaslar® da 36°C’de pre-inklibasyon yapmaksizin dilisyon
orani arttikga saptama suresinin uzadigini bildirmiglerdir. Ayni merkezden 2004
yiinda yapilan benzer bir calismada da ayni hipotez BacT/Alert “FA medium”
siseleri kullanilarak test edilmistir?. Bu arastiricilar ise P.aeruginosa igin yalanci



MiKROBIYOLOJi BULTENI 211

negatiflik oranini, “FA medium” siselerinde (%9.1) “FAN medium” siselerine (%46.9)
gore cok daha dusuk bulduklarini bildirmislerdir. P.aeruginosa Klinik susunun 8
saat ve daha fazla pre-inktbasyonda tutulmasi durumunda sistem tarafindan bes
gln icinde saptanamadigini, P.aeruginosa ATCC 27853 susunun 8 saatlik pre-
inkUbasyon sonrasi saptandigini 16 saat ve daha fazla inklibasyonda bes gun icinde
saptanamadigini belirtmiglerdir?2. Ancak ayni suslarin oda Isisinda ayni strelerde
tutulmasi durumunda 24 saat iginde pozitif saptamanin gézlendigini vurgulamiglardir.
Yine ayni galismada 1/10.000 ve 1/100.000 dilisyondaki érneklerde 35°C’de 0, 16
ve 24 saatlik pre-inkibasyon suresi sonunda Uremeler arastiriimis ve 16 saatlik
pre-inklbasyon sUresi icinde yalanci negatiflige rastlanmadigr belirtilmistir?.

Bizim galismamizda A.baumannii susunda 0.5 McFarland baslangig
yogunlugunda hem direk sisteme yUkleme ve hem de 36°C'de farkli pre-
inkUbasyon sUrelerinden sonra cihaza yapilan ytklemelerde 24 saat i¢inde pozitif
saptama sinyali alinmis ve yapilan pasajlarda da A.baumannii ile uyumlu Uremeler
gbzlenmistir. Ancak pozitif saptanma sureleri P.aeruginosa ile karsilastirildiginda
daha uzun bulunmustur. Yogun konsantrasyonlarda pre-inkibasyon suresi
uzadikga sistemde saptanma sureleri uzun iken, daha dustk konsantrasyonda
pre-inkibasyon suresi uzadikca saptanma sureleri kisalmis olarak gozlenmistir.
Bu durumun, bakterinin metabolik aktivitesi ve Ureme egrisine bagl olabilecegi
dUsundlmustar. Daha dustuk konsantrasyonlarda sisteme yUklenmeden 6nce
pre-inkdbasyon suresinde bakterinin ancak logaritmik faza gelebildigi ve sisteme
yuklendikten sonra yuUksek konsantrasyonlara gore daha cabuk saptanabildigi
dusunulmustar. Yiksek konsantrasyonlarda ise sisteme giris yaplimadan 36°C'de
bekleme suresi uzadikca bakterinin Ureme egrisini tamamladigi ve bu durumun
da sistem tarafindan saptanma suresini uzattigr dustndlmusttr. Seegmuller ve
arkadaslar? da calismalarinda, benzer sekilde uzun pre-inkibasyon suresinin
ve yuksek inokulim miktarinin yalanci negatiflik oranini artirdigini bildirmislerdir.
Chapin ve Lauderdale'® BACTEC-9240 ve DifcoESP sistemlerini karsilastirdiklar
calismalarinda, Difco ESP sistemine hemen yukleme yapilamayacaksa 8 saat
35°C’de inkUbe edilebilecegini, bundan daha fazla bir sire sonra sisteme giris
yapllacaksa oda isinda bekletiimesini, BACTEC-9240 sisteminde ise hemen
sisteme giris yapilamayacaksa 35°C’de 24 saate kadar bekletilebilecegini, 24
saatten daha uzun bir sure sonra sisteme giris yapilacaksa oda i1sinda bekletmeyi
onermislerdir. Bu arastiricilar, P.aeruginosa ve S.maltophilia gibi iki nonfermentatif
bakterinin de BACTEC-9240 tarafindan 24 saate kadar 35°C’de pre-inkubasyon
sonras! saptanabildigini bildirmislerdir2. Akan ve Yildiz'in® galismasinda, sisteme
giris gecikecekse oda isisinda bekletmenin 35°C’de bekletmekten daha iyi oldugu
vurgulanmistir. Bizim calismamizda, hem P.aeruginosa hem de A.baumannii igin
farkll yogunluklardaki siselerin farkli pre-inkibasyon surelerine ragmen, sistem
tarafindan yUkleme yapildiktan sonraki 24 saat icinde pozitif saptanabildigi
g6zlenmistir. A.baumannii igin saptama suresi daha uzun olmakla birlikte bu
bakterinin de 16 saat 36°C’de inkUbasyondan sonra sisteme giris yapildiginda bile
en ge¢ 19 saat icinde Uremenin sistem tarafindan saptanabildigini, yani toplam
slre olarak 6rnek alimindan yaklasik 35 saat icinde Uremenin belirlenebildigi
izlenmistir. Bu 6n calismamiz, sehrin iki ayr bdlgesinde iki ayri hastanemizin
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olmasi ve bakteriyeminin saptanmasinda son derece kiymetli olan kan kulttrt
orneklerinin tasima sisteminden ve sisteme yuklemeden 6nceki kosullardan ne
kadar etkilendiginin, kendi kosullarmiz icinde degerlendiriimesini ve kendimize
yonelik bir protokol gelistirimesini saglamasi acisindan oldukca énemlidir.

Kan kultdr siselerinin otomatize sistemlere girisi gecikecekse, oda isisinda
mi yoksa 36°C’de belli bir stre inkibasyondan sonra mi sisteme ylklenmesi
gerektigi halen acik degildir. Bazi calismalarda 6zellikle nonfermentatifleri de géz
6nUnde bulundurarak 4-8 saati gegcmeyecek sekilde 36°C’de, sure uzayacaksa
oda 1sisinda pre-inkibasyon 6énerilmektedir?®. Yine pre-inkibasyonda tutulmus
siseler sisteme yUklenmeden dnce 6rnek alinip boyama ve pasajl yapildiktan
sonra yuklenirse, sistemin saptamakta zorlandigl durumlarda yardimci olabilecegi
ve yalanci negatiflik oraninin disecegdi belirtiimistir®. Buna karsin Meessen ve
Vries-Hospers', yukleme 6ncesi pre-inkibasyonda tutulan tim siselerin pasajinin
zaman alici oldugunu, bunun yerine bu tip siselerde sisteme giris yapiimadan 6nce
siselerin tabanina bakilarak gozle gortlur bir renk degisimi (sari) varsa boyama
ve pasajin yapilmasinin daha akilci oldugunu ifade etmiglerdir.

Bizim galismamiz, kendi ¢alisma kosullarimizda ve su an laboratuvarimizda
kullaniimakta olan sistemin nonfermentatif bakteriler icin 36°C’de 16 saate kadar
pre-inkUbasyon sonrasi saptamaya olanak tanidigini gostermistir. Bu konuda
dretici firmalarin onerileri 6nemli olmakla birlikte, 6rneklerin laboratuvara hemen
ulasmasinin mumkun olmadigi durumlarda nasil bir yol izlenmesi gerektiginin
belirlenebilmesi amaciyla, laboratuvarlarin kullandiklari sistemleri benzer calismalar
ile test etmelerinin yararl olacagi kanaatindeyiz. Ancak mumkun olan en kisa
slUrede, benzer sekilde yapilmis calismalar da goéz 6ndne alindiginda 8-16 saati
gecmeyecek sekilde sisteme girislerin yapilmasi, yalanci negatiflik oranini azaltacak
ve sistem tarafindan daha kisa strede saptamaya olanak taniyacaktir.
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