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Merhaba,

Bu sayida Ocak 2016’da Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde gerceklestirdigimiz
“Anaeroplari Kultir ve Modern Tekniklerle Tanimlama Kursu”na katilan ardindan calisma grubumuzun da lyesi
olan Dog Dr Esra ERSOY OMEROGLU, calismakta oldugu Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimi Temel ve
Endstriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda ylraticuligini yaptigi “Van Goéli’nden Anaerobik Olarak Arsenat
Rediikleyen ve Arsenit Oksitleyen Bakterilerin izolasyonu, Fenotipik ve Molekiiler Karakterizasyonu ve Arsenik
Metabolizmasinin Belirlenmesi” baslkli bir TUBITAK Projesi ile kurdugu Anaerop Bakteriyoloji Laboratuvarini
anlatiyor. Dog Dr Esra ERSOY OMEROGLU, bu laboratuvarin optimize edilmis anaerop sistem ve anaerop kabini ile
dizenli galisilan bir anaerop laboratuvar olmasi nedeniyle multisisipliner ¢alismalar yapilmasini da hedefliyor.

ANAEROBIK BAKTERIYOLOJi LABORATUVARI ve ARSENIK DIRENCLi ANAEROBIK BAKTERI iZOLASYONU

Dog. Dr. Esra ERSOY OMEROGLU
Ege Universitesi, Fen Fakaiiltesi, Biyoloji B6limii, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali
e-posta : esraerso@gmail.com

Bakteriler oksijen gereksinimlerine ya da oksijen ile olan iliskilerine bagl olarak
siniflandirilabilmektedir. Bu siniflandirma sonucunda; mikroorganizmalar aerobik ve anaerobik olmak
Uzere iki ana gruba ayrilmaktadir. Aeroplar tam oksijen derisimi dedigimiz %21 O, varhginda Ureyip
metabolizmalarinda O, kullanirken; anaeroplar ise oksijenli solunum yapamamaktadirlar. Bu iki ana grup
kendi icerisinde de gruplara ayrilmaktadir. Aerobik mikroorganizmalar zorunlu, fakultatif ve
mikroaerofillerden olusmaktadir. Zorunlu aerofiller metabolik olarak aktif olabilmek icin atmosferik
seviyede oksijene ihtiya¢ duymaktadir. Mikroaerofiller de metabolizmalari igin oksijene gereksinim
duymaktadir fakat zorunlu aerobiklerden farkli olarak atmosferik seviyeden daha az seviyede oksijene
gereksinim duymaktadir. Fakiltatif aeroplar ise hem oksijenli hem de oksijensiz kosullarda tGreme
gostermekle beraber oksijenli kosullarda daha iyi bir mikrobiyal ireme sergilemektedirler (1).

Anaerobik bakteriler oksijen varliginda canl kalamayan veya (ireyemeyen bakterilerdir. Eger
oksijenin varhg mikroorganizma icin zararh veya 6limcil ise zorunlu anaerop oldugu soylenebilir.
Oksijenin varhigl, metabolik olarak aktif mikroorganizmaya gerekli degilse fakat var oldugu kosullarda
Olmeyip bir diger ifade ile oksijeni tolere ederek zayif bir lireme gosterebiliyorsa oksijen gereksinimi
bakimindan aerotolerant bir mikroorganizma olarak siniflandirilabilir (1).
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Mikroorganizmalarin oksijen gereksinimlerindeki farklilik, kiilttr tekniklerinin de farklhilasmasina
neden olmaktadir. Aerobik organizmalarda; tiketilen oksijenin havadan basit diflizyon ile yeteri kadar
hizli bir sekilde yerine konamamasindan dolayr yogun havalandirma gerekirken, anaeroplarda ise
oksijenin kultir ortamindan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Anaeroplarin kiltivasyonu igin farkh
teknikler kullanilmakta ve hangi teknigin tercih edilecegini ise tlirin oksijene karsi olan duyarhlig
belirlemektedir. Cinkld zorunlu anaeroplarda oksijene karsi duyarlilik buyldk o6l¢ide degisiklik
gdstermektedir. Ornegin Clostiridia’larin cogu Gremek icin metabolik olarak aktif olabilmek icin anoksik
kosullara gereksinim duysa da oksijenli kosullari tolere edebilmekte, metanojenler ise oksijene maruz
kaldiklarinda hizli bir sekilde 6lmektedirler (1). Bundan dolayi, anaerop bakterilerin kiiltiivasyonu igin
ortamdan oksijeni uzaklastiracak 6zel yéntemler uygulanmahdir.

Az miktarda oksijene tolerans gosterebilen bakteriler i¢cin agzina kadar kiiltir ortami ile
doldurulmus sise veya tipin agzinin sizdirmaz bir tipa ile sikica kapatilmasi yeterli olabilmektedir. Bu tir
bakterilerin Uretilmesi ve hatta sayimi icin genel olarak (g teknik tercih edilmektedir (2):

1. indirgeyici Maddeler Varli§inda Kiiltiir: Besiyerlerine katilan cesitli indiikleyici maddelerle
ortamin rediiksiyon siddetinin arttirilmasina dayali bir tekniktir. Redikleyici maddeler
olarak; askorbik asit, tiyoglikollat, sistein, glikoz, Na,S, Na,SOs, karaciger ve pisirilmis et gibi
organ ve doku parcalari, metalik demir, v.b. kullanilabilmektedir (2).

2. Cift Tabaka Yéntemi: DOkme plaka yonteminin modifiye edilmis bir seklidir ve petri
kutularina oncelikle 1. tabaka olarak %1,5 agarli besiyerinin yaklasik 4 mm kalinlikta
dokiilmesinden sonra lzerine %0,7 agarh besiyerinden 3 — 5 mL kadar 45°C'de iken 0,1 mL
inceleme materyali ile karistirilip 2. tabaka olarak dokiilmektedir. 2. tabakanin katilasmasinin
ardindan %0,7 agarli besiyerinden 3 mL en Ust tabaka olarak plaklanir ve anaerob kiltirler
sandvi¢ misali iki agar tabakasi arasinda kalir (2).

3. Derin Agarda Kiiltiir: Tiplerin hazirlanan kati besiyeri ile tliplin kapagina kadar doldurulup,
Gzerinin steril sivi vazelin veya parafin ile kaplanmasi ile yapilan kiltir teknigidir (2).

4. Biyolojik Yéntem: Kati besiyerinin yarisina test edilecek anaerob organizma inokule edilirken,
diger yarisina ise aerobik bir bakteri olan Serratia marcescens inokule edilerek bu tirin
ortamdaki O,’i tiketerek anaerobik kosullarin olusmasi saglanabilmektedir (3).

Calisilan bakterinin zorunlu anaerop olmasi durumunda ise ortamdan oksijenin uzaklastiriimasi
icin en yogun olarak vakum ve gaz uygulamalar kullanilmaktadir. Bu amacgla anaerobik chamber’lar
kullanilmakta, olmadigi durumlarda ise anaerobik kavanozlar kiltlivasyon icin kullanilabilmektedir.
Anaerobik kavanozda sistem, hava gecirmez saydam plastik bir kavanozdan olusmaktadir. Sisteme ilave
edilen palladium katalizor(i ile anaerobik kosullar saglanmakta ve kit icerisindeki bikarbonat ve asit
iceren kismin CO,, sodium borhidrat iceren kismin ise H, olusturmasi ile; palladium katalizérligliinde
ortamda var olabilecek O, kit tarafindan olusturulan H, ile birleserek H,O olusmakta, yine kit tarafindan
olusturulan CO, ile de ortamin anaerobik olmasi saglanmaktadir (2).

Yiriticiligini yaptigim TUBITAK 114Y036 no’lu ‘Van Géli’'nden Anaerobik Olarak Arsenat
Rediikleyen ve Arsenit Oksitleyen Bakterilerin izolasyonu, Fenotipik ve Molekiiler Karakterizasyonu ve
Arsenik Metabolizmasinin Belirlenmesi’ isimli projenin calismalari kapsaminda TUBITAK destegi ile Ege
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji B6liimi, Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali biinyesinde
2015 yilinda anaerobik chamber ve gesitli diizeneklerin oldugu Anaerobik Bakteriyoloji Laboratuvari
kurulmustur (Sekil 1). Laboratuvar binyesinde anaerop bakterilerin tim ortam hazrliklari,
inokulasyonlari ve kiltlivasyonlari yapilabilmektedir. Hungate teknigine dayali olarak tim besiyeri
hazirliklari ve inokulasyonlari yapilmaktadir (4, 5, 6).



Sekil 1: Anaerobik Bakteriyoloji Laboratuvarinda kurulum ve optimizasyonunu gergeklestirdigim Biobase marka
anaerobik chamber.

Anaerobik bakterilerin izolasyonlarinin yapilabilmesi icin ilk asama olarak kiltiivasyon
besiyerlerinden oksijenin uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bu nedenle anaerobik bakteriyoloji
laboratuvarinda dizaynini yapmis oldugum 11 kanalli sistem vasitasi ile tlplerin igerisine minimum 15
dakika sire ile saf N, gazi verilmektedir (Sekil 2).



Sekil 2: Onbir kanalli gaz dagitici diizenek.

Ozel igneler aracilig ile, hacim oranlarina gére belirlenmis olan siirelerde besiyerleri aseptik
kosullarda N, gazi muamele edilerek besiyerleri inokulasyona hazir hale gelmektedir (Sekil 3).

Bu asamayi takiben incelenecek 6rnek materyali, hazirlanan hungate tlplere anaerobik kosullari
bozmayacak sekilde 6zel enjektorler vasitasi ile inokule edilmektedir. Bu asamada enjektér ile 6rnek
alimi ve hungate tliplere aktarimi esnasinda oksijen kontaminasyonunu engellemek amaci ile enjektor ici
birkag kez N, gazi ile doldurulup bosaltilmaktadir (Sekil 4).



Sekil 3. Hungate tliplerde anaerobik olarak besiyerlerinin hazirlanmasi.



Sekil 4. Hungate tlplerin inceleme materyali ile inokulasyonu.

Yeterli mikrobiyal aktivitenin gozlenmesini takiben aseptik ve anaerobik kosullar korunarak
hungate tlplerden inokulum alinarak balch tiiplere inokulasyon yapilmaktadir (Sekil 5).



Sekil 5. inokulasyonu gerceklestirilmis olan balch tiipler.

Balch tiplerde birkag asama pasajlamadan sonra saf kolonilerin elde edilmesi i¢in agarh
besiyerine inokulasyon gerceklestirilmektedir (Sekil 6). Bu asamada 6ncelikle anaerobik chamber
icerisinin oksijensiz kosullari sagladiginin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu amagla chamber
icerisinde metilen mavisi bazl indikator kullanilmaktadir. Cihazin kurulum asamasinda; kabin
icerisine ortamda var olabilecek O,’nin uzaklastirilmasi amaciyla, reaksiyonu katalizleyecek sicaklik
ile aktive edilmis palladium katalizorii ve ortamda var olabilecek O, ile chamber icerisine verilen H,
nin reaksiyona girmesi sonucunda olusacak nemin (H,0) emilmesi amaci ile de silika jel
yerlestirilmektedir. iki katli olan bu diizenegin altinda ¢alisan fan vasitasi ile chamber icerisinde var
olabilecek O, uzaklastirilmaktadir. Silika jellerin nem emme kapasitelerinin dolmasi ile renkleri
degismekte ve bu durumda silika jel belirli arallarla degistirilmektedir. Silika jel sicaklik ile aktive
edilerek tekrar tekrar kullanilabilmektedir.

Sistem manuel prensipte ¢alistigl icin chamber igerisine girebilecek olan O,’nin varligini ancak
indikatoriin renginin degismesi ile anlasiimaktadir. Oksijenli kosullarda mavi renk olan indikator,
kademe kademe O,’nin ortamdan uzaklasmasi ile yavas yavas beyazlasmakta ve ortam O,’siz hale
geldiginde renk tamamen indirgenerek beyazlasmaktadir. indikatériin renginin maviye dénmesi
cihazda 0O, kagaginin oldugunu gostermektedir. Belirli zaman araliklari ile bu indikator
degistirilmekte ve her yeni strip’e gegiste indikatoriin aktivasyonu i¢cin chamber igerisinde sirekli
olarak bulundurulan steril sudan birka¢ damla strip’e damlatilmaktadir. Chamber igerisinde var
olabilecek her hangi bir O, kagaginin tespit edilmesi durumunda, cihaz igi birka¢ kez vakumlanip saf
N, ile doldurulmakta ve bu islem yeterli goriilene kadar tekrarlanmakta ve indikatérin renk
degisiminin olusmasi beklenmektedir (Sekil 7).



Sekil 7. Anaaerobik chamber igerisindeki palladium katalizéri, silika jel ve oksijen indikatérii.

Tim kosullarin optimize olmasi ile chamber igerisinde inokulasyon ve inkiibasyon islemleri
baslamaktadir. ‘Sample room’ bdlmesine yerlestirilen balch tilipler ve petriler chamber igerisine
alinmaktadir. Bu islem ile bu bolimin anoksik kosullari korunmadigl igin; i¢ kapinin agiimasi ve
orneklerin ‘operating room’ dedigimiz kisma alinmasindan 6nce, kapagin agilmasi ile igeri giren O;’nin
uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bu amagla, sample room en az 3 kez vakumlanip ardindan saf N, ile
doldurulmaktadir. Ardindan i¢ kapi agilarak numuneler i¢ kisma alinmaktadir. Bu asamada gergin olan
eldivenlerin kullanilabilmesi igin ortam vakumlanir ve eldivenlerin igeriye girebilir hale gelmesi ile gerekli
inokulasyonlar yapilir ve chamber igerisinde bulunan ve sicakligi dnceden ayarlanmis olan etiiv icerisinde
petriler inkiibasyona birakilir. islemlerin bitmesi ile gerekli olmayan malzemeler chamber igerisinden
anaerobik kosullari bozmayacak sekilde gikarildiktan sonra, operating room mix gaz (%90 N, + %5 H, +
%5 CO,) ile doldurulur ve bu asamada chamber eldivenleri dis kissimda gergin olana kadar gaz verilir.
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Daha sonra cihazda var olan flow metre ayarlamasi yapilarak 10 mL/dakika oraninda gaz beslemesinin
surekli olmasi saglanir.

Birka¢ asama c¢izgi ekimden sonra elde edilen anaerobik izolatlarin uzun sireli stoklanmasi igin
gliserol stoklar hazirlanmaktadir. izolatlarin izole edildikleri ortamlarin sivi formlari hungate tiiplere
hazirlanir ve chamber igerisinde inokulasyondan sonra mid-log fazina ulasana kadar inkiibasyon islemi
gergeklestirilir. Uremis olan kdiltiirlerin 1’er mL’si alinarak 9000 X g’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra
Gremis olan kiltirden 500 uL alinarak pellet ¢ozillir ve icerisinde 6nceden hazirlanmis olan %50
konsantrasyonda 500 uL gliserol iceren cryo tiiplere bu karisim ilave edilir ve hizli bir sekilde -80°C’ye
kaldirihr. Devam eden ¢alismalar icin her defasinda gliserol stoklar kullanilarak bakteriler aktive edilir.

Bu yazida, Uiniversitemiz biinyesinde bulunmayan ve 114Y036 no’lu TUBITAK projesi destegi ile
Universitemizde ilk kez kurulmus olan Anaerobik Bakteriyoloji Laboratuvari’ndan ve calisma
prensiplerinden bahsedilmistir. Bu kapsamda anaerobik ve/veya aerobik arsenik metabolizmasi konulu
bir TUBITAK, bir EBILTEM ve iki BAP projesi tamamlanmistir. Laboratuvarin kurulumunda ilk hedef
anaerobik arsenik bakterilerinin izolasyonu olmasindan dolayi anaerobik kiltiivasyon g¢alismalari ilk
olarak arsenik metabolizmasi (izerine yogunlasmistir. Anaerobik sistemin ve anaerobik chamber’in
optimizasyonlarinin yapilmis olmasi ve dizenli olarak calisabilen bir anaerobik laboratuvar olmasindan
dolayi, olusturulabilecek calisma gruplari ile anaerobik mikroorganizmalar ile gerceklestirilebilecek
multidisipliner ¢alismalarin yapiimasi hedeflenmektedir.
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