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LABORATUVAR UYGULAMALARI

Uygulamanın adı: Anarob bakteriler laboratuvar uygulaması

Uygulama No: 1.3.7.1

Uygulama Sorumlusu: 
I. Uygulamanın Amacı:

Anaerob bakteri kültür örneğinin alınması, besiyerine ekilmesi ve besiyerlerinin tanınması. Kültür vasatlarının anaerobik ortama konulması işlemlerinin irdelenmesi

II. Genel Bilgiler:

Yaşamın ilk dönemlerinden itibaren anaerobik yaşamın var olduğu bilinmektedir. Bu canlılar insanların flora bölgelerinde baskın karakterli canlılar olarak yer almaktadırlar. Görevleri insanı patojen organizmaların saldırılarından indirek olarak korumaktır***. 

Anaerob bakterilerin floralarda dominant karakterli başat bireyler olması dolayısıyla anaerobik enfeksiyonlar her zaman endojen kaynaklı olmaktadır. Anaerob  bakteri enfeksiyonları kayıtlarının az tutulması aerob etkenlere göre kıyaslamakta zorluk çekilmektedir. Çünkü örnek alımından, taşınmasına, besiyerine ekiminde uygun yöntemin yapılmaması, inkübasyonun zor ve uzun olması; hastadan alınan materyal içindeki anaerob bakteriler ölmekte, sadece aerob bakteriler yada fakültatif anaerob bakteriler  çoğunlukla izole edilmektedir.. bu yüzden anaerob bakterilerin neler olduğunun bilinmesi, örnek alma tekniğini, kültür yönteminin ve kullanılan araç gereçlerin neler olduğunun bilinmesi önem taşımaktadır.
III.Uygulama için gerekli malzemeler

· Anaerob Jar

· Anaerob Blood Agar besiyeri vb.
· İndikatör

· Gas Pak Kiti

· Thiogllicollate buyyon

· Öze

· Enjektör

· Lam

· Lamel

· Hava Komprosör

IV.Uygulama Basamakları

Örnek alımı: Anaerob kültür için; enjektörle alınan örnekler, biyopsi örnekleri, yaraların derin yerlerinden alınan(hemen tranport vasatına konulması şartıyla) örnekler kullanılır. Flora bölgesinden alınan hiçbir örnek anaerop kültür amacıyla kullanılmaz.

Taşınması: Örnek anaerobik vasat içerisinde en kısa sürede laboratuara ulaştırılmalıdır. Alınan materyalin miktarı, özelliği, konulduğu kap, transport vasatı, taşıma kabının kullanılmasına bağlı olarak anaerob bakteri yaşamını bu ortamda birkaç saat sürdürebilir. Bu zaman aralığı bizim örnek alımından –transportuna, besiyerinin hazırlanmasından jar içine konuluncaya kadar geçen süreden az olamaz. Aksi takdirde anaerobiosis için yapılan çalışmalar boşa yapılmış olur.
Kültür ortamlarının Hazırlanması: 

Brucella Blood Agar, 

Colombia Blood Agar, 

Schedler Agar, 

Thioglycollate buyyon, 

Kıymalı Glukozlu Buyyon, 

Kanamycin-Vancomycin Blood Agar, 

Bacteroides Bile Esculine Agar, 

Egg Yolk Agar, 

Mobilincus Agar vs.. kullanılır.

Besiyerleri kültür örneği alınmadan 6-8 saat önce anaerob ortama konularak besiyeri içindeki diffüze olmuş O2’nin uzaklaştırılması için Jar içinde 37 oC de inkübe edilerek hazırlanır.
Kültür Yapılması: Örnekler anaerob chember(kapalı ortam) içinde kontamine etmeden homojen doku solüsyonundan siteril pipetle alınır jeloz besiyerine damlatılarak sıvı besiyerine(Thioglycollate, kıymalı buyyon) ise dip kısmına pipetlenerek ekim işlemi tamamlanır. Jeloz besiyerine damlatılan örnek PLATİN öze (az toksik metal oduğundan) yardımıyla tek koloni ekimi yapılır(en kısa sürede). Sıvı ve katı besiyerleri derhal Jar içine konulur.

Anaerob Jar içinde inkübasyon: Jar kavanozu içine ortamın oksijenini azaltacak yada yok edecek sistemler  konulur. Bunlar; Gas Pak kiti, Aerob bakteri ve Maya pasajı, progallik asit gibi O2 tutucu/indirgeyici katalizör maddeler konulur. Ortamın O2  varlığını kontrol etmek için indikatör mutlaka konulmalıdır. Anaerob jar sıkıca vida kapaklarından kapatılır. İçerideki atmosfer havası vakum pompasıyla boşaltılır. Ortamdaki oksijenin istediğimiz seviyeye düşmesi bu andan itibaren 8-12 saat sürecektir. Bu sürenin bitimi bizim Jar içindeki havanın yok olduğunu kontrol etmemiz gerekir. Anaerobik şartlar sağlandıysa 72 saatlik-120 saatlik inkübasyon periyodu başlatılabilir. Oluşmamış ise bütün .işlemler baştan tekrarlanır!!!!.

Örnekten Mikroskobik inceleme için preparatlar hazırlanır. Bir adet gram boyalı, bir adet ARB boyalı(M.tuberculosis taranması için) preparat hazırlanır. 

Mikroskobik inceleme yapılır.

Bakteriler için Kanlı agar besiyeri ve EMB besiyerine ekim yapılır

İntrasellüler hücreler için Çukulata agar besiyerine ve Kan kültür vasatına ekilir

Mantarlar için SDA besiyerine ekim yapılır

Özelliği olan organizmalar için ise spesifik besiyerlerine ekim yapılmalıdır.( Onun için besiyerleri Genel by/ Spesifik by/ Özel by diye iç gruba ayrılır.)

**Hasta materyali daha farklı incelemeler için -70oC derecede kataloglanarak  saklanır. Değerlendirme sonucuna göre daha sonra imha edilmeye karar verilir.
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 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
[image: image2]
· Catalase: H2O2 + H2O2 => 2H2O + O2
· Peroxidase: H2O2 + NADH + H+ => 2H2O + NAD+
· Superoxide dismutase: O2- + O2- + 2H+ => H2O2 + O2
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