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Konu 62

ANAEROP BAKTERILER VE ANAEROBIzZM

Aydin M. Anaerop bakteriler ve anaerobizm. Ed. Cengiz, Misirhgil, Aydin. Tip ve dis hekimliginde
genel ve 6zel Mikrobiyoloji. Konu 62. Sa:569-576. Glines yayinevi, Ankara, 2004.

Bakterilerin oksijen karsisindaki tutumlari genus seviyesinde &6zguldir. Bu
tekdlize davraniglari bile bakterileri oksijen iligkilerine gére siniflamayi mimkan kilar.

BAKTERIi OKSIJEN iLiSKiSi:

Bazi bakteriler nonfermentatif yoldan enerji temin ederler. Bu suretle 1 mol
glukozdan 38 ATP (380 kcal kimyasal + 308 kcal isi enerjisi) elde ederler. Veya Kreb’s
siklusu ile 15 ATP (15 kcal enerji) elde ederler. Bu olaylar sirasinda flavinler, sitokromlar
ve demirli bilesikleri kullanilir. NAD ve NAD*, NADH:e ylkseltgenir. Bodyle
bakterilerin sitoplazmik membranlarindaki son elektron alicisi oksijendir, bunlara
aerobik bakteriler denir.

Oteyandan diger bir bakteri grubu fermentatif metabolizmaya sahiptir 1 mol
glukozdan 2 ATP enerji elde ederler. Membrandaki son elektron alicisi nitrat, stlfat
veya baska bir inorganik azot bilesigidir. Bazen, fumarate, CO,, siyandr,
karbonmonoksit, polihidrik alkol veya bagka bir organik bilesik son elektron alicisi
olabilir. Boyle bakteriler, hi¢c oksijen gereksinmedikleri gibi, oksijenin varligi bu
bakteriler icin engelleyicidir. Bu grup bakterilere anaerop bakteriler adi verilir.
Anaerobik bakterilerin Gremeleri igcin gerekli olan atmosferin kompozisyonunu, Ureme
kosullarinin elde edilmesini, besiyerinde rediksiyon potansiyelinin temin, idame ve
monitérize edilmesini, inklbasyon ve izolasyon prensiplerini konu alan mikrobiyolojik
sistematige anaerobizm adi verilir.

Bazi aerop bakteriler oksijensiz ortamda hi¢c Ureyemezler veya pek ciliz
koloniler yaparlar. Bunlar zorunlu aerop adi Vverilir. Bacillus, Legionella,
Pseudomonas genusunun Uyeleri ve Mycobacterium tuberculosis bu guruba 6rnek
teskil ederler. Diger bir grup bakteri aslinda aeroptur ama bir alternatif metabolizma
geligtiip anerop Uremeyi tercih ederler, bunlara fakiltatif anaerop adi verilir.
Enterobakteriler ve bilinen daha pek cok bakteri ailesi fakiltatif anaeroptur, bu
bakterilerin hem fermentatif ve hem de nonfermentatif metabolizmalari vardir. Eger bir
bakteri aslinda anaerop oldugu halde alternatif metabolizmasini kullanarak aerop
kosullarda Ureyebiliyorsa fakiultatif aerop adini alir. Mikroaerofilik bakteriler ise, ancak
%4-6 O, 'i tolere ederek Ureyebilirler. Oda atmosferinde (%20 O, altinda) glnler sonra
cihz koloniler gelistirebilirler, fakat anaerobik atmosferde daha bol Grerler. Lactobacillus
ve Camphylobacter Uyeleri bunlara bir érnek teskil eder. Aerotoleran anaerop
bakteriler aslinda zorunlu anaerop olduklari halde sonradan %2-8 arasinda O
toleransi gdsteren bakterilerdir. Aerotoleran ve mikroaerofilik bakterilerin arasindaki
sinir keskin degildir. Zorunlu anaerop bakteriler ise tamamen oksijensiz veya %0.5
den az oksijen iceren ortamda Ureyebilirler. Clostridium haemolyticum, C. novyi tip B,
Selenomonas ruminatum, Treponema denticola, Bacteroides gracilis bu gruba érnektir.
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Anaerobik bakterilerde peroksidaz ve siperoksit dismutaz gibi oksijen acgiga
cikaran enzimler genellikle bulunmaz. Fakat tuhaftirki, bazi anaeroplarda katalaz enzimi
bulunabilmektedir. Tsierella preacutus, Fusobacterium bullosum, Selenomonas
sputigena, Prevotella intermedia katalaz bulunduran anaerop bakterilere 6rnektir. Bdyle
bakterilerin kendi olugturduklari oksijenden nasil korunduklari agiklik kazanmamistir.

Bir bakterinin oksijen duyarlihgi veya direnci, onun Uretildigi besiyerinin kimyasal
kompozisyonuna, inokulim miktarina, floradaki diger bakterilerin neler olduguna ve
yapilan inkibasyonun kacginci pasaji olduguna bagli olarak beklenmeyen sapmalar
gbsterebilir. Bir zorunlu aerop bakteri alternatif bir metabolizma gelistirip kurallari ihlal
ederek anaerop kosullarda ureyebilir. Ornegin, Pseudomonas aeruginosa aslinda
zorunlu aerop bir bakteri olmasina ragmen NO3 dan zengin bir besiyerine bolca ekilirse
anaerop atmosfer kosullarinda Ureyebilir, ¢inkii NO3'I son elektron alicisi olarak
kullanabilme yetenekleri vardir. Ayrica, Uretilen bakteri toplulugu igerisinde oksijeni bol
kullanan bir bakteri, diger bakterilere oksijensiz ortam hazirliyor demektir. Bu sebeple
zorunlu anaerop bakteriler, hizli Greyip bol oksijen sarfeden bir bakteri (mesela bir
Bacillus) ile birlikte inkibe edildiklerinde daha kolay ve bol Urerler. Giderek artan oksijen
konsantrasyonlarinda inkiibe edilmek sartiyla, zorunlu anaerop bakteriler arka arkaya
pasajlanirsa oksijen toleransi geligtirebilirler, oksijen varliginda tGremeye alisabilirler.

Acaba oksijen, zorunlu anaerop bakteriler icin toksik midir, yoksa, inhibitor
madar? Bu soru ilk defa Hentges tarafindan sorulmustur. Sayisi édnceden bilinen
zorunlu anaerop bakteriler oksijenli atmosfer icerisinde inkiibe edilmis ve bir slire sonra
canli hucreler sayilarak baslangic miktarlarn ile karsilastinimistir. Canli  bakteri
hiicresinin sayica azalmig olmasi oksijenin anaerop bakteri hiicresi tizerine toksik etkisi
olarak yorumlanmigtir. Ayni deney rediksiyon potansiyeli icin tekrarlanmigtir.
Besiyerinin rediksiyon potansiyeli yeteri kadar dusik oldugunda, zorunlu anaerop bir
bakterinin oksijen varken bile Ureyebilecegdi gbsterilmistir. Oksijenin anaerobik bakterileri
enzimatik yoldan degil, elektrokimyasal yoldan etkiledigi aciktir. Anaerobik bakteriler igin
asil 6nemli olan anaerobik atmosfer degil, Eh potansiyelidir. Oksijen, bakteriyi enzimatik
yoldan dogrudan &6ldirmemekte, Eh potansiyelini artirmakta ve bu suretle hicrenin
6limane sebep olmaktadir. Yani Hentges’e gore, oksijenin éldiricu etkisi buyuk dlgtide
ortamdaki elektrokimyasal reaktantlar yikseltgemesinden ileri gelmektedir.

Mademki oksijen, ortamin Eh potansiyelini yikseltebiliyor, o halde oksijensizligin
Eh potansiyelini disirmesi beklenir. Bir besiyerinin icerisine potasyum ferric siyanid
ilave ederek Eh potansiyelini +325 mV'a cikariimig, bu besiyerine zorunlu anaerop
bakteriler (Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis ve Peptostreptococcus magnus)
inoklle edilmis, oksijensiz atmosferde inkiibe edilmistir. Anaerop bakterilerin bu
besiyerinde Ureyebildikleri gésterilmistir. Bu kadar ylksek bir Eh varken hicbir anaerop
bakterinin tUremesi beklenmedigi halde, tUreme olmasi atmosfer kompozisyonunun
(oksijensizligin) rediksiyon potansiyelini digurebildigini telkin etmektedir.

Bu caligsmalarin sonuglari bir anaerop mikroorganizmanin Uretilmesi igin
atmosferinin kompozisyonunun ve rediksiyon potansiyelinin gayet dnemli oldugunu ve
birbirleriyle etkilesebildiklerini gdstermektedir. inkiibasyon atmosferindeki oksijen ile
ortamin Eh potansiyeli arasinda dinamik bir elektrokimyasal etkilesim vardir.

ANAEROBIK SOLUNUM:

Bircok bakteri zincirleme gelisen elektrokimyasal olaylar (elektron transport
zinciri) sirasinda bir tane elektronu belirli kimyasal maddeler Gzerinden surtkleyerek
membrandaki son elektron alicisina verir ve enerji temin eder. Elektron transport
zincirinde gerekli olan bu baslangi¢c elektronu ya ortamdaki H> den koparilir veya
heksozlar vyikilarak elde edilen pirtivat (HOOC-CO-CH,) ’tan alinir (Embden-
Meyerhof-Parnas yolu). Buraya kadar gerceklesen olaylar, anaerop bakteriler
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digindaki bakterilerde de bulunur, fakat anaeroplarda ortaya g¢ikan heksoz yikim
artnleri nispeten anaeroplara 6zguldir:

Bircok Clostridium tiurleri (mesela Clostridium saccharobutyricum, C
thermosaccharolyticum) ve Butyribacterium tarleri glukozu fermentleyerek butirat,
asetat, CO, ve Hoe donistururler. Baska bazi Clostridum turleri (mesela C
acetobutylicum ve C butyricum) butanol, aseton, izopropanol, format ve etanol’e
donuastararler. Propionibacterium tirleri glukozu propionik asit'e, Veillonella tirleri
CO,, propionat, asetat ve suksinat’a déntsturirler. Diger bazi anaeroplar (mesela
Bacteroides ruminicola ve Peptostreptococcus tirleri) ise okzalasetat, malat, fumarat
ve propionat’a dénusturdr.

Bu basamaktan sonra, anaeroplarda elektron transport zinciri muhtelif
fermentasyon yollariyla devam eder. Propionibacteriunm’larda oldugu gibi propionik
asit fermentasyonu, laktobasil ve Prevotellalarda oldugu gibi laktik veya karisik asit
fermentasyonu, Bacteroides'lerin blyik kisminda bulunan butirik asit fermentasyonu,
alkolik fermentasyon, homolaktik fermentasyon yoluyla elektronlar membrandaki son
alict molekule dogru suruklenir.

Anaerop bakterilerde elektronun membrandaki son adresi genellikle nitrat
(NO3), silfat (SO4?), fumarate, laktat, asetat, arsenit, CN veya CO, molekilidir.
Blyuk bir siklikla son elektron alicisi nitrattir. Bu sebeple birgok anaerop bakteride
nitrat redlksiyon testi pozitif bulunur. Nitrat, 2 e alarak nitrit (NO,) veya 5 e alarak
azot gazi (No) veya 8 e alarak amonyak (NH3) haline dénisur= 4AH, + NO3 ------ >
4A + NHs + 2H,0 + Enerji

Eger Fusobacterium’larda oldugu gibi, membrandaki son rediklenen sulfat ise
8 e- alarak HsS haline dénlistr. 4AH, + HSOy4 ---> 4A + HoS + 4 H,O + Eneri

Bacteroides, Eubacterium ve Peptostreptococcus turlerinde membrandaki
fumarat elektronu alarak, siksinat’a rediklenir. Ortaya c¢ikan siksinat besiyerine
salinir: AH; + HOOC=CH-COOH ----> A +HOOC-CH>-CH,-COOH + Enerji

Capnocytophaga ve Archaebacterialarda oldugu gibi membrandaki son
elektron alicisi CO; olursa, metan gazina donlsir ve ortama salinir: 4 AH, + CO; ---
> CH4 + 2H20 + Enerji

Membrandaki son elektron alicisina verilen elektron, yeni bir elektron transport
zincirinin baglangig elektronu olarak tekrar kullanilacaksa, bakteri membrani bu
elektronu yeniden igeri alabilir. Buna oksidatif fosforilasyon adi verilir, bir ¢ok
anaerop bakterinin ilk izolasyonunda bu mekanizma bulunmaz. Anaerop bakteriler,
blyUk bir siklikla bir sonraki elektron transport zincirinin baslangi¢ elektronu ortamdan
temin ederler. Bu olaylar zinciri gayet detayli, karmasik ve o bakteri tiriine 6zguldur,
O6nceden kestirilemeyen ara basamaklar olabilecegi gibi, bir bakteri tirl, besiyerinin
kompozisyonu veya dig ortam kosullarinin geregi olarak modifiye metabolik yollar
gelistirebilir ve kullanabilir. Ama sonucta bakteri hiicresi 1 mol glukozdan 2 ATP enerji
temin eder.

ANAEROBIK ATMOSFER:

Hacimce % 80 Nz, % 10 Hz , %10 CO, gaz kompozisyonu kapali bir ortama
verildiginde, disardan verilen hidrojen gazi ortamdaki dnceden mevcut oksijen ile
birlesir. Ortamin gaz kompozisyonu % 80 N, %10 H20O, %10 CO, sekline dénlsur.
Bu, anaerobik atmosferdir. Bazen azot gazi %85, karbon dioksit %5 oraninda
verilebilir veya CO, yerine He gazi kullanilabilir. Fakat Gretilmesi distnulen bakteri
cinsi Clostridium ise, CO2 gazi dnerilir, ¢inkl karbondioksit, sporlu Clostridium’larin
germinasyonunu indukler.
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Anaerobik atmosfer glove box adi verilen hava sizdirmaz sekilde kapatiimisg,
pleksiglas kabinlerde olusturulur. Kabin igindeki gaz basinci, sicakligi ve oksijen
varligi kabin digindaki cihazlar ile izlenebilir. Kabin kapatildiktan sonra 0.5 paskal
basing ile bir yandan H, gazi doldurulurken diger yandan kabin ekzoslanarak gaz
disari cikarilir. Boylece kabinin igerisi Hy, gazi ile yikanmig olur. Sonra CO; ve Ny
gazlari verilmeye baslanir. CO, seviyesi %10 olunca durulur. Bu gazlar teker teker
veya hazir karigim halinde tanklar igerisinde satilir. Béyle gaz tanklari patlayicidir,
bina diginda yatay olarak bekletiimelidir. Gaz karigimi tek bir defada verilecekse %80
N2, %10 CO,, %10H, kompozisyonunda hazir gaz tanklari kullaniimalidir.

Anaerobik inkiibasyon igin bir bagska metot PRAS (Pre Reduced Anaerobically
Sterilized roll tubes) ‘tir. Otoklavdan hentz g¢ikan anaerobik kati besiyerleri, tiplere
dokalup bu is icin 6zel olarak yapilmis santrifijli cihazlarda sabit hizla déndirtlerek,
besiyerinin tipun ¢eperine yapigsmasi saglanir. Besi yeri jel kivamina geldikten sonra
bu tlplere indirgenmis sivi besi yeri doldurulur. Béylece c¢ift fazli (hem sivi, hem kati)
bir besiyeri elde edilir. Tuplere lastik tikag yerlestirimeden 6nce tipin havasi alinir,
icerisine anaerobik atmosfer karigimi doldurulur. Bdyle hazirlanmis besiyerlerine
PRAS (Roll Tube) adi verilir. EKim yapilacagi zaman, materyal enjektdre alinir, ve
tipln agizindaki lastik tikagi dikine delecek sekilde batirilarak, inoktle edilir.

Anaerobik inkibasyon igin bir bagka metot kavanoz metodudur. Bu amagla
hazirlanmis 3,5 litre hacminde, pleksiglastan yapiimig, kapagl hava sizdirmayacak
sekilde siki kapanan kavanozlar vardir. Kavanozun igerisine kapagindaki siboplu
vanadan anaerobik atmosfer doldurulabilir veya gaz paketi (gas pack, gas generator)
adi verilen hazir kimyasal madde paketleri kullanarak kavanoz icerisinde anaerop
atmosfer olusturulabilir. Gaz paketleri mektup zarfi bulyUkliginde aliminyum
folyodan yapilmis havasi alinmis paketlerdir. iclerinde 0.8 g NaBH, (Sodium
Borohydride) ve 3 g sodyum bikarbonat + sitrik (veya tartarik) asit bulunur. Uygun
yerinden yirtilarak igcerisine 10 ml su ilave edilince aktive olur ve gaz dretir. Sodyum
borohidrit, Hz; sodyum bikarbonat ise CO, gazi Uretir. Sitrik veya tartarik asitler ise
reaksiyonu yavaglatarak manuplasyonu kolaylastirir. Gaz paketi aktive edildiginde
vakit kaybetmeden besiyerleri ile birlikte kavanozun icerisine yerlestirilir ve
kavanozun kapagi sikica kapatilir. Gaz paketinden ¢ikan gazlar kavanozun igerisinde
anaerobik atmosferi olusturur. Olugan kimyasal reaksiyonlar sirasiyla séyledir:

NaBH4 + 2H50 -> NaBO, + 4H> (Sodyum borohidrite su ilavesiyle H, gaz)
4H, + 20, -> 4H,0 (mevcut O3 nin tilkenmesi)
Na,CO3 + H,O ->2NaOH + CO» (CO, gazi)

Bu reaksiyon ekzotermiktir. Eger bir gaz paketi su ile aktive edilip kavanoza
yerlestirildikten 40 dakika sonra kavanoz kapaginda dokunma ile bir 1s1 artisi
hissedilmiyor ve kavanozun i¢ ylizeyinde su buhari toplanmiyor ise veya (varsa) Eh
indikatéri renksizlesmiyor ise kavanoz acilarak gaz paket bir yenisi ile
degistirilmelidir.

Gaz paketindeki kimyasal madde miktarlar sabit ve standart miktarlardir. 3,5
litrelik bir anaerop kavanoz icerisine sadece 1 (bir) tane gaz paketi konulmalidir. Daha
kicik veya buylk nonstandart kavanozlar icin gaz paketi sayisi yeniden
hesaplanmalidir. Daha hizli reaksiyon gereksinimi, 1 kavanoza 2 veya daha fazla gaz
paketi kullanmayi gerektirmez. Birden fazla gaz paketi kullanildiinda H, gazi fazlasi
ortamin pH’sini asit yapacaktir ve narin anaerop bakterilerin Gremesini engelleyecektir.
Bu hataya tahammil edebilen tlrler Lactobacillus, Mistuokella multiacitus,
Streptococcus mutans ve diger bazi sakkarolitik Prevotella tirlerdir.
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Gas-Pack 100 Anaerobik sistemler 60 dakika sonra oksijen oranini %0.2 - 0.5
'e, Eh potansiyelini ise -229 mV 'a (besiyerinde kan varsa -30 mV’a)
dugurebilmektedir. 100 dakika sonra -300 mV'a dusurdrler. Bu Eh potansiyeli, en iyi
ihtimal ile ancak 1 saat sonra olusmaktadir. Bu slirede oksijene duyarli bazi anaerop
bakteriler &lebilirler. Bir isabet olarak, patojen anaerop bakteriler oksijen ile ilk
temasta derhal 6lmezler. Bazilari 30-60 veya bazen 100 dakika hava ile temasi
tolere edebilirler. Bu 6zellik kavanoz yéntemini giincel tutmaktadir. Ayrica pratik ve en
ucuzdur.

Anaerop materyalin daha ¢abuk ve daha kisa bir sirede anaerop atmosfere
kavusmasi gerekiyorsa kaynayip sogumus sivi besiyerine ekilir ve havadaki
oksijeninin temasini engellemek igin besiyerinin yizeyi steril mineral yadi ile 6rtilir. Bu
metot, anaerop materyalin transportunda kullanilir. Sivi besiyerlerinde tipin dip
kisminda ¢ok az oksijen vardir. Hentiz kaynatilmig ve galkalanmadan sogutulmus bir
sivi anaerop besiyerinin dibindeki ¢6zinmius oksijen miktari %0.9 ile %2.5
arasindadir. Bu miktar oksijen, gaz jeneratdri aktive edildikten 1 saat sonra
kavanozda bulunan oksijenden daha ylUksektir, fakat, bir avantaj olarak cabuktur.

Baska bir metot, Birkag petri kutusunu alabilecek buyuklikte hava sizdirmayan
ve gaz Uretebilen silikon torbalardir (Bio-Bag System, Cockeysville, MD; Anaerobic
Pouch System, Difco; Anaerocult-A, Merck Gibbson,NJ). Bdyle ticari paketlerde Eh
indikatéru de bulunur.

REDUKSIYON POTANSIYELI (Eh):

Bir oksitleme olayinin oldugu herhangibir kimyasal dizenek igerisinde oksitleyici
kimyasal maddeye elektron verici (donér, redikleyici veya indirgeyici) adi verilir. Eger
bdyle bir kimyasal madde ortamda yer aliyorsa bunun kargisinda elektron alici
(recipient, oksidan) bir madde bulunur. Béyle dengede olan bir sisteme redox sistemi
adi verilir. Bir redox sistemde oksitlenme olusan taraftaki elektro kimyasallara
oksidasyon yari hicresi , indirgenme olusan taraftakilere rediiksiyon yari hiicresi
adi verilir. Bu demektirki bir redox sisteminde birbirinin komplementeri olan iki tane yari
hicre bulunur. Bir yari hiicrede rediksiyon olurken, diger yari hicrede ayni hiz ve
oranda oksidasyon olur. Sistemdeki her iki yari hiicrede &lcUlebilir bir elektrik yUku
vardir, buna elektrot potansiyeli adi verilir. Oksidasyon yari hiucresindeki elektrot
potansiyeline oksidasyon potansiyeli adi verilir, pozitiftir, rediksiyon yari hiicresindeki
potansiyele rediiksiyon potansiyeli (Eh) adi verilir ve negatiftir. Her ikisi de voltmetre
ile dlcllebilen bir blyukliktar. Birimi Volt (V) dur. Her iki yari hiicrenin elektrot potansiyel
farklari ne kadar blylkse aralarindaki elektron aligverigi (kimyasal tepkime) o kadar
hizli ve kolay olur. Bir ortamda hem oksidasyon hem rediksiyon yari hicresi birlikte
bulunuyorsa, ¢ok kisa bir sire (dakikalar) sonra aralarindaki fark sifir olacak sekilde
birbirlerini néturlestirirler. Dengedeki redoks sistemlerde, rediksiyon potansiyeli ilk
baglarda kag volt olursa olsun dakikalar sonra sifir olacaktir.

Bazi redoks sistemlerinde yari hiicrelerden bir tanesi bulunmaz. Ornegin bir
besiyerinde oksidasyon yari hicresi yok ise sadece rediksiyon yari hicresi varsa,
sistemin dengesi rediksiyon lehine bozuk kalacaktir. Bu 6zellige sahip besiyerinde
rediksiyon potansiyeli eksi birkag yiz milivolttun altindadir ve oksijen ile temas
edinceye kadar orada sabit kalir. Boylece besiyerindeki kimyasal maddeler tepkimeye
ve elektron aligverigine fevkalade hazir ve istekli iken, kargisinda elektron alici yari
hicre bulamazlar.

Anaerop bakteriler iste bdyle ortamlarda uretilirler.

Anaeroplari besiyerlerinin terkibine daima reduksiyon potansiyelini disiren katki
maddeleri (reduktaz) katihr; L-cystine, cystein HCI, Na-thioglycolate, ascorbic acid,
sodium bisulphide, glutathione , glukoz, metalik demir, kaynamig et gibi. Bdyle
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besiyerleri oksijene duyarlidir. Bu sebeple anaerop besiyerleri daima taze iken
kullanilmahdir. Egder stoklanacaksa siki kapanan kapaklar ile kapatimal ve
kullanmadan o6nce kaynatilarak iglerindeki ¢6ziinmis oksijen uzaklastinimahdir.
Anaerop sivi besiyerlerinin ylzeyi oda atmosferi ile temasta bulunacagindan havadaki
oksijenin bir kismi sivi besiyeri igerisinde ¢dziinecektir. Anaerop buyyonlar daima tupu
dolduracak kadar (en az 8 ml) hazirlanmaldir. Bdylece atmosferden gelen oksijen
buyyonun ylzey tabakasinda ¢ézlinse bile sivinin dibi hala oksijensiz kalacaktir.

BESIYERINDE Eh OLGCULMES:i:

Pratikte ve gunluk laboratuvar calismalarinda besiyerinde Eh potansiyelini
O6lcmek gerekmez. Ancak Olgilmesi istenirse 6zel elektrotlar hazirlanmalidir. Bir
besiyerinde rediksiyon potansiyelinin neye gore eksi, neye goére arti ve neye gore kag
volt olacagdi ancak referans elektrotlar kullanilarak él¢ilir. Bu amagla IUPAC (Union of
Pure and Applied Chemistry) tarafindan standardize edilmis 3 tane referans elektrottan
birisi kullanilir. Bu elektrotlarin ylzeyinde hem rediksiyon ve hem de oksidasyon
olaylari ayni anda meydana geldiginden elektrot potansiyeli sifir volt olacaktir. Bu
elektrotlar ne gercgek bir anottur ne de bir katottur. Mutlak bir sifir noktasidir.

Standart Hidrojen elektrot:(SHE): Bir platin ¢ubuk, bir cam kandl i¢erisinden
gecirilerek icerisinde 1.228 N HCI bulunan bir havuza daldirilir. Bu konsantrasyondaki
bir HCI solusyonunun 1 litresinde 1 gr H" iyonu bulunur. Cam kan(liin igerisinden 1 atm
basingta H> gazi devamli olarak gecirilir. Olusan kabarciklar platin gubuk ile sivi
banyosu arasinda elektrot roli oynar. Gaz sabit basing ile yollandigindan sivi
icerisindeki kismi hidrojen basinci ve serbest hidrojen iyon konsantrasyonu (pH) sabit
kalacaktir. Elektriksel temasi saglamak igin, bir ucu bu havuza daldirilmis ve igerisinde
doygun KCI ¢ozeltisi bulunan, U seklinde bir cam borunun diger ucu Eh potansiyeli
Olgulmesi istenen besiyerine daldirilir.

Kalomel elektrot: (Saturated Calomel Elektrot, SCE) 2-0z hacmindeki bir siseye
sira ile 6nce 5 mm kalinliginda saf metalik civa, daha sonra bir tabaka olusturacak
sekilde toz haline getirilmis Hg.Cl, (calomel) ilave edilir. Daha sonra, bir kisim Hg ve bir
kisim KCI kangimi dékulerek bir tabaka olusturulur, son olarak sise doluncaya kadar
doygun KCL c¢ozeltisi ile doldurulur. U harfi seklinde olan ve igerisinde doygun KCI
¢Ozeltisi bulunan bir cam borunun bir ucu ytzeydeki siviya daldirilirak en altta bulunan
metalik civa tabakasina temas ettirilir. Bu dlizenek hazirlandiktan sonra bir ka¢ gtn
kimyasal denge kurulmasi igin beklenir. Elektrot ylzeyinde olusan kimyasal reaksiyon
(HgoCls + 26" <—> 2 Hg + 2 CI E®°=0.2676 V) geri déntsumludiir.

GUmuis-gimus klorir elektrot: Bir referans sistem elektrot analogudur. Doygun
KCI ¢ozeltisine batiriimis saf bir gimus telden ibarettir. Yaklasik 1 cm capindaki bir
metal ¢ubuk bir test tibuniun igerisine sokularak tlipun dip kismina sertge vurulur ve
tipun dip kismi kirlhr. Camin keskin kenarlari bir ege ile dizeltilir. TGbiln taban ¢apina
uygun bir pordz fiber ile bu delik sikica tikanir, veya burayi tikamak igin 4-6 gr
mikrobiyolojik agar ve 35-40 gr KCI, 100 ml su igerisinde ¢6zullr ve otoklavlanir, tabani
kinimig tip sogumakta olan agara dik sekilde batirilir. Jel kivamina gelen agar por6z
tikag gorevi yapacaktir. Daha sonra tika¢ ylzeyine kati potasyum klorit tabakasi
yerlestirilir. Son olarak potasyum klorit ile doyurulmus bir solusyon icerisine 1-2 damla
1N AgNO3; damlatilarak tiipe doldurulur. Tipln agizina mantar bir tikag yerlestirilir, 1-2
mm ¢apinda saf bir gimus tel tipin adzindaki tikaga batirilir, tikagi delip gegerek
dipteki KCI solusyonu igerisinde sonlandirilir. Bu gimus telin tip disinda kalan ucu
referans elektrot olarak kullanilir, tiplin agar jel ile tikali ucu ise 6lgim yapilacak
besiyerine saplanir (olusan reaksiyon, AgCl + e <-—--> Ag" + CI' E° = 0.222 V).

Besiyerinin Eh potansiyelini 6lgmek igin, ilk énce yukarida anlatilan referans
elektrotlardan bir tanesi hazirlanir. KCI solusyonundan ibaret tuz képrist (U boru)
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Olciim yapilacak besiyerinin icerisine batirilir. Eger besiyeri sivi ise, tuz képrisinin agik
ucu dogrudan besiyeri icerisine daldirilir. Eger bu besiyeri kati ise, petri kutusuna,
agarin yuzeyini 6rtecek sekilde doygun KCI solusyonu dékulur. Tuz képrisinin ucu bu
ylzey sivisina daldirihr. Bu dizenek kurulduktan sonra bir platin veya saf gimus
elektrot Eh potansiyeli 6lgilmesi istenilen besi yeri icerisine agari delecek sekilde
saplanir ve hassas bir voltmetrenin bir probuna irtibatlandirilir. Voltmetrenin diger probu
ise referans elektrota temas ettirilir. Bu sartlar altinda standart elektrot ile besiyerine
batinimis ikinci metal elektrot arasinda okunan potansiyel farki, besiyerinin rediksiyon
potansiyelini (Eh) verecektir. Boyle dl¢ciimler yapabilen elektronik laboratuvar cihazlari
da satiimaktadir. Eh potansiyeli thioglucolate buyyonda -10 mV, CDC kanli agarda kan
konulmadan 6nce -120 mV, kan ilave edilmigse -40 mV, PYG buyyonda -30 mV
civarinda bulunur.

ANAEROP iNDIKATORLER:

Anaerobik atmosfer temin edilen ortamlarda O, yoktur, Eh potansiyeli negatiftir
ve inkibasyon boyunca hep bdyle kalmasi arzu edilir. Ortama istenmeyen bir oksijen
sizintisi redox sistemini, oksidasyon lehine bozar ve Eh potansiyeli yikselir. Bu durum,
kiltiri olumusuz yénde etkileyebilir. inkiibasyon sirasinda besiyerinin Eh potansiyelini
izlemek ve gerekirse sisteme digsardan midahale etmek i¢in Eh indikatér boyalarindan
istifade edilir. Eh ve oksijen, bu iki komponent birbirini cok yakindan etkiler bu sebeple
bir tanesinin gézlenmesi digeri hakkinda fikir verir.

Besiyerlerine ilave edilebilecek bazi boyalar o besiyerinin oksitlenmis ya da
rediklenmis olduklarina goére farkli renkler alirlar. Bu boyalardan baslicalar resazurin,
metilen mavisi ve litmusdur. Bu boyalar indirgendiklerinde renksizdir, oksijen temasinda
renk kazanirlar. Ornegin resazurin oksijen temasinda kirmizi, metilen mavisi mavi renk
alir. Bu boyalar kaynatildiginda oksijen kaybederek renksizlesir. Renksiz olmasi Eh
voltajinin -20, -40 mV civarinda oldugunu ve anaerobik kosullarin olustugunu gdsterir.
Bu boyalardan hi¢ birisi tek baslarina birer rediktaz degildirler, yani ortamin Eh
potansiyelini disirmezler, sadece birer Eh indikatéridurler. Bu boyalar karanlikta ve
kapali siselerde saklanmalidir. Satin almadan dnce kalitesinin kontrolu amaci ile kapagi
acilarak yaklasik 10 dakika icerisinde renk degisimi olup olmadidi gézlenmelidir.

Bu indikatdr boyalar besiyerinin icerisine katilmayip inkubasyon sirasinda
besiyerinin yanina birakildiginda ortamdaki anaerop atmosferi izlemeye imkan verir. Bu
amag ile "metylen blue strip" kagit seritler (Becton Dickinson Lab, Cockeysville, MD)
ticaretten temin edilebilir. istenirse standart test tiipl icerisine 1-2 ml metilen mavisi,
NaHCO; ve glukoz ilave edilip, kaynatilirak laboratuvarda hazirlanabilir. Metilen
mavisinin renksiz olarak kalmasi ortamin rediksiyon potansiyelinin yeterince disik
oldugunu gésterir. Bu madde —40 mV’un altinda renksiz, -40 +11 mV arasinda kismen
ve zayifca mavi, +11 mV dan sonra koyu mavidir.

Anaerop indikatdér olarak hazirlanabilen veya hazir satin alinabilen Lucas
ampulleri vardir. Bir ampul kirilarak icerisindeki jel indikatér, agzi acik olarak besiyerinin
yanina konur ve birlikte inkiibe edilir. indikatdriin renk degistirmesi ortama oksijen
sizintisi bulundugunu gdsterir. Bu ampuller istenirse séyle hazirlanabilir: Kaynamakta
olan 5 ml %2 lik boraks solliisyonunun icerisine, 9 damla %9 luk thioglycolic asit, 2
damla fenol kirmizisi damlatilir. 10 ml metilen mavisi ve otoklavlanmis sivi agar ilave
edilir. Renksizlesinceye kadar kaynatmaya devam edilir. Derhal hava ile temasi
kesilerek ampullere kapatilr.

Baska bir indikatér Brewer-Allgeier-McLaughlin adiyla satilir (Becton, Dickinson,
UK). Esit miktarda %60 tris (hydroxymethyl) aminomethone, %4 dekstroz, %0.02
metilen mavisi karisimi kaynatilarak renksizlestirilir ve hava sizdirmaz sekilde
paketlenir.
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Fildes-Mclntosh indikatérl ise soyle hazirlanir: 6ml 0.1M NaOH alinarak100 ml
su iginde ¢ozultr. 3ml %0.5 lik metilen mavisi 100 ml suda ¢ézulir. Ayrica %6 Ik glukoz
solisyonu ayri tiplerde hazirlanir. Her ¢ solusyondan esit miktarda alinarak bir tlipe
konur ve renksizlesinceye kadar kaynatilr.

ANAEROBIK EKOLOJi:

Konagin bir dokusunda anaerop infeksiyonun ortaya c¢ikabilmesi i¢cin dokunun
oksijen bakimindan fakirlesmesi gerekir. Dokularin oksijenizasyonu, kan akiminin
mevcudiyeti ile mimkin olur. lyi kanlanan bir dokuda genellikle anaerop infeksiyon
gelismez. Cunku, kanin Eh potansiyeli, (kalbe uzakhidina bagli olarak) yaklasik +150
mV civarindadir (arteryel kanin Eh potansiyeli, vendz kaninkinden daha fazladir).
Anaerobik infeksiyonlar genellikle nekroze olmus ve kan akimi durmus veya en azindan
ciddi bicimde azalmis dokularda gérilur. Béyle dokularda Eh voltaji -250 mV'a kadar
duserek anaerop ekolojiyi olugturur.

Mezenter, barsaklar, apendiks, bursa’lar, ovarium, kas dokusu ve periton
anatomik olarak oksijenle temasi mimkin olmayan bédlgelerdir, bir yaralanma
durumunda anaerobik infeksiyonlara duyarlidir. Peki nasil olurda zorunlu anaerop bir
bakteri solunum epiteli, konjuktiva veya diseti mukozasi gibi havanin ve oksijenin bol
oldugu bir floraya yerlesebilir? Her solunumda bol miktarda havanin ylzeye temas
ettigi solunum epitelinin ve tonsillerin anaerop infeksiyonlara direngli olmasi
beklendigi halde Actiomyces’ler akcigere, Fusobacterium ve spiroketler bodaz
florasina yerlesebilmektedir.

Doku igerisinde ve yluzeyinde anaerop mikroorganizmalarin oksijenden
korunabildikleri sahalar vardir. Anaerop bakteriler, mukozadaki silyalar veya konak
doku salgilarinin mukozayi kapladigi sahalara kolonize olarak oksijenden gizlenirler.
Nazal pasajda mukus, agizda digler ve salya, akciger alveollerinde sirfaktan gibi
salgilar, ayrica tonsillerin ylizeyindeki kriptalar oksijensiz ytizeyler yaratir.

Anaerop bakteriler periapikal lezyonlardan daha sik Uretildigi halde, marginal
gingivitis florasinda nispeten sinirli sayidadir. CinkU diseti, kék kanali kadar kapali bir
doku degildir. Havanin oksijeniyle nispeten daha genis bir ylizeyden temas halindedir.
Ancak diseti ceplerinin derinliklerinde, periodontal doku kaybinin oldugu kemik ici
ceplerde ve diglerin aproksimal ylUzeylerinde Eh potansiyeli yeterince dusuktir ve
anaerop bakteriler buralara kolonize olurlar. Ayrica ilerlemis periodontitiste artan damar
harabiyetine bagli olarak subgingival bag dokusu ve mukozanin kan dolagimi azalarak
anaerop ekolojinin gelismesine yardimci olur. Fena yapilmig protetik restorasyonlar,
gevsemis veya delik kuron ve kopriler, total ve parsiyel protezlerin mukozaya temas
eden ylzeyleri, dil papillerinin arasi, distaglari ve ¢urtk tabani oksijenin ulagsamadigi ve
anaerop ekolojinin gelistigi bolgelerdir. Kétl agiz hijyeni ve kusurlu temizlik anaerobik
ekolojiyi hazirlayicidir. Béyle durumlarda Fusobacterium’larin olusturdugu Vincent
stomatiti ve nekrozlu ulseratif gingivitis daha sik géralar.

Dislerin infekte kék kanalinda kan dolasimin durmus olmasi, (bilhassa pulpa
odas! kapall oldugunda) anaerobik ekolojinin olugsmasina yardim eder. Pulpa dokusu
nekroze olarak anaerop ekolojinin tam olarak olugmasini saglar. Koék kanali
infeksiyonlarinin erken dénemlerinde bile pulpa odasinda oksijen seviyesi hizla
azalarak Eh potansiyelinin digsmesine yol acar. En az seviyede oksijen dentin
tubuluslerindedir. Ekspoze kanal agiz(lar)inda biraz fazla oksijen bulunabilir, foramen
apikaleye dogru giderek azalir. Kan dolagimi durmus bir kék kanali, anaerop bakteriler
icin ideal bir vasat olusturur. Infekte kdk kanali daima, Peptostreptococcus,
Fusobacterium, Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella, Wolinella, Actinomyces,
Propionibacterium ve spiroketler gibi zorunlu anaerop bakteriler tarafindan istila edilir.
infekte kék kanalindan Bacillus veya Pseudomonas gibi zorunlu aerop bakteriler izole
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edilmezler, buradaki patojenlerinin neredeyse tamami (%99) anaeroptur. Bu sebeple
endodontik mikrobiyoloji blyUk élciide anaerobik bakteriyoloji Gizerine kuruludur.

Konak dokuda anaerobik ekolojinin olusmasini saglayan bagka faktérler de
vardir. Ornegin bir florada bulunan zorunlu aerobik bakteriler sinirli miktardaki
oksijeni suratle tiketebilirler. Bu durum, anaerop bakterilere uygun kosullar yaratir.

Anaerop ekolojiyi olusturan bir bagka faktdr nekrotik dokularin mevcudiyetidir.
Harp yaralari, ezik ve yirtik seklindeki yaralar, icerisinde yabanci cisim bakiyesi
bulunan yaralar, vaskiler staz ile olusan dekubitus Ulserleri veya ampirik yontemle
(Gzerine kahve ve tltin kapatilarak) tedavi edilimeye calisilan yaralarda oksijensiz
kalan ve negatif rediksiyon potansiyeli olusan odaklar bulunur.

ANAEROBIK BAKTERILER VE ANAEROBIK INFEKSIYONLAR:

Klinik 6nemi olan anaerop genuslar alfabetik sira ile sunlardir:

Sporlu, Gram pozitif comaklar: Clostridium, Desulfotomaculum.

Sporsuz, Gram  pozitif _comaklar:  Acetobacterium,  Actinomyces,
Arcanobacterium,  Bifidobacterium,  Eubacterium, Lachnospira, Lactobacillus,
Methanobacterium, Propinibacterium.

Sporsuz, Gram pozitif _koklar: Caprococcus, Gemmiger, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Ruminococcus, Sarcinia, Staphylococcus, Gamella ve bazi
Streptococcuslar (S. hansenii, S. morbillorum, S. parvulus ve S. pleomorphus).

Sporsuz, Gram negatif comaklar: Acetivibrio, Acidaminobacter, Anaerovibrio,
Anaerorhabdus, Anaerobiospirillum, Anaerobacter, Bacteroides, Bilophila, Borrelia,
Butyrivibrio, Capnocytophage, Capsularis, Camphylobacter, Centipeda, Cristaspira,
Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfococcus, Desulfosarcinia, Desulfomonas,
Desulfuromonas,  Desulfovibrio,  Dichelobacter,  Fibrobacter, = Fusobacterium,
Helicobacter, Hyobacter, Leptotrichia, Megamonas, Mitsuokella, Mobilincus,
Pelobacter, Pectinatus, Porphyromonas, Prevotella, Progiogenium, Propionispira,
Rikenella, Roseburia, Ruminobacter, Sebaldella, Selenomonas, Serpula, Spirochaeta,
Succinomonas, Succinovibrio, Tisierella, Treponema, Wolinella.

Sporsuz, Gram negatif koklar: Acidaminococcus, Megasphera, Veillonella.

Bu bakterilerle olusan infeksiyonlarda genellikle ortak hazirlayici sebep disuk
rediksiyon potansiyeli ve dokunun iyi kanlanamayisidir ve genellikle su infeksiyonlara
sebep olurlar: Nazokomiyal diyareler, botulismus, diyare, gaz gangren, ylzeyel
infeksiyonlar, insan ve hayvan parazit kaynakh infeksiyonlar, septik abortus,
aktinomikoz apsesi, kapall organ abseleri, aspirasyon pnédmonisi, apandisit, kolesistit,
krepitan ve nonkrepitan selllit, klostridial miyonekroz, dis koku ve digeti infeksiyonlari,
stomatit, endokardit, beyin apsesi, menenijit, nekrotik pnédmoni, osteomyelit, orta kulak
iltihabi, peritonit, septik artrit, kronik sindzit, subdural ve torasik ampiyem ve tetanoz.

Bazi polimikrobial infeksiyonlarda fakdltatif ve hatta zorunlu aeroplar ile birlikte
bulunabilirler. insan kaynakli baglica infeksiyonlarda anaerop bakteri gériilme yiizdeleri
Tablo 62-1’de verilmigtir.
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Tablo 62-1 Bazi 6nemli infeksiyonlar ve anaerop bakteri izole edilme ylzdeleri.
Infeksiyon tipi Anerop (%)

Aspirasyon pnémonisi, akc.apsesi ve nekrotik pnémoni 85-93
Bakteriyemi 9-20
Sintzit 50-100
Torasik ampiyem 76
Beyin apsesi 83
Dis kdk kanali infeksiyonlari 99
Gingivitis ve Periodontitis 84
Apandisit ve kolon cerrahi yaralari 79-95
Derialti abseleri 60
Nonklostridial krepitan selllit 75
Pilonidal sinis 73
Diyabetik Ulser ve gangren 63-85
Uriner sistem infeksiyonlar 1

Sik rastlanan anaeroplarin basina B. fragilis, B. thetaiotaomicron gelir. Bu gurup
bakteriler, penisilin ve analoglarina, tetrasiklinlere, 3 Gincl kusak sefalosporin, kinolonlar
ve aminoglikozitlere giderek artan bigcimde direng gelistirmislerdir. Clostridium tirleri,
Bacteroides, Fusobacterium ve anaerobik koklardan daha nadir izole edilirler, ama
daha iddiali infeksiyonlar yaparlar. Bazi énemli Clostridiumiar rastlanma sikligina gore,
C. perfringens, C. ramosum, C. difficili, C. clostridioforme, C. innocuum, C. septicum, C.
sordellii, C. cadaveris, C. paraputrificum, C. sporogenes, C. tertium, C. bifermentes, C.
butyricum ve C. subterminaledir. Daha seyrek goérllen anaerop infeksiyonlar ise
Actinomyces kaynakli olanlardir. Aktinomikoz, kronik, grantlomat®z ve sUpduratif abseler
ile karekterize bir hastaliktir. En sik hastalik etkeni olan Actinomyces ‘ler sunlardir: A.
israelii, A. naeslundii, A. viscosus, A odontoliticus, A. meyeri. Daha seyrek olarak
Propinobacterium propionicum infeksiyonlari gelir. Propinobacteriumiar bazen bir
kontaminant olarak ortaya g¢ikar, ancak arka arkaya yapilan kan kulturlerinde israrla
arbyorsa Propinibacteriumiarin patojen mikroorganizma olduguna karar verilebilir.
Bilhassa implant protez kullananlarda endokardit etkeni olabilmektedir. Gram pozitif
anaerop koklar bilhassa kemik, eklem ve abdominal materyalda %10 siklikla Grerler.
Bunlar Peptostreptococcus magnus, P. asaccharolyticus, P. prevotii, P. anaerobius ve
Streptococcus intermediustur. Genellikle tamamina yakin bir bdlimi penicillin’e
direnclidir. Penisilin G ve analoglari ¢ok eskilerden beri anaerop infeksiyonlarda siklkla
secilen antibiyotik olagelmistir. Ancak yapilan son caligsmalar gdstermistirki; F.
mortiferum, F. varium, bazi Prevotella ve Porphyromonas turleri, P. bivia, P. disiens ve
bazi Clostridium turleri pensiline artik blylk Olclide direnclidir. Bu bakterilerde B-
laktamaz aktiviteleri tespit edilmistir.

infekte bir disin kdk kanalindan izole ediimesi beklenen cogu patojen anaerop
bakteriler sunlardir:  Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas , Prevotella,
Peptostreptococcus, Eubacterium, Lactobacillus, Wolinella recta, Streptococcus
anginosus, Actinomyces israelii, Capnocytophage ochracea, Selenomonas sputigena,
Veillonella parvula, Treponema denticola, Propinobacterium propionicum ve
Acidaminococcus.
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Tablo 62-2 Bazi anaerop patojenlerin izolasyonunda segici besiyeri igerisine ilave
edilen katki maddeleri.

miktar / 100 ml

Secici madde | besiyeri

Hangi bakteriyi sectigi

Kristal viyole | 1mg Fusobacterium

Streptomisin | 1mg

Sodyum azid |20 mg Clostridium

Sodyum azid |20 mg Bacteroides

Safra 1.7 mg

Sodyum azid |30 mg Bacteroides, Fusobacterium

Brilan yesili 1.8 mg

Sorbik asit 0.12 g Clostridium

Sorbik asit 0.12¢g Clostridium

Polimiksin B |2 mg

Feniletil alkol |0.25 g Clostridium, Bacteroides, Fusobacterium

Neomisin 10 mg Clostridium, Peptostreptococcus, Bacteroides

Kanamisin 7.5 mg Eubacterium, Actinomyces,
Propionibacterium

Kanamisin 10mg Bacteroides, Fusobacterium

Vankomisin 750 ug

Neomisin 10 mg Fusobacterium, Veillonella

Vankomisin 750 ug

Oleandomisin |50 ug Clostridium perfringens

Polimiksin 1000 Unit

Sulfadiazin 10 mg
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