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Mikroorganizmalarda hicre 6liminin temel nedeni metabolik olaylarin devam etmesi sonucu
ortaya cikan toksik maddeler ve cevresel etkilerdir. Organizmanin yasamini siirdlirebilmesi icin gerekli
metabolik olaylar yavaslatiir veya 6nlenebilirse bakteri uzun sire saklanabilir. Kiltirdeki toksik
metabolizmanin yavaslatilmasi ya ortam sisi disirilerek (dondurma) ya da ortamdaki su
uzaklastirilarak (kurutma) yapilir. Zira su, kristalize oldugunda bakteri hiicre duvarinin delinmesine ve

olimiine yol acabilmektedir (1).

Mikroorganizmalarin saklanmasi, “fenotipik ve genotipik 6zellikleri degismeksizin ve kontaminasyon
olmadan, organizmanin yasamini stirdirme yeteneginin devam ettirilmesi” olarak tanimlanir. Ancak
organizma saklanmadan onceki sartlarina kolayca donebilmelidir. Mikroorganizmalari saklama
yontemleri son 60 yildan beri degerlendiriimektedir ve siklikla saklama i¢in optimal yontemler
mikroorganizmanin taksonomik siniflamasina baglidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda,
organizmalarin kisa ve uzun sireli olarak saklanmasi i¢in basit ve genis ¢apli uygulanabilen yontemler

bulunmaktadir (2).

Bircok anaerobik mikroorganizmanin disiik tGreme orani géstermesinden dolayi, zorunlu anaerop
bakterilerin saklanmasi, taze hazirlanmis besiyerine belli araliklarla yeniden inokile edilmesi ve
metabolizma hizini azaltmak icin kaltirlerin 4-6°C'de korunmasi seklindeki bir konvansiyonel
yontemle gerceklestirilir. Ancak bu yontemin ciddi sakincalari vardir. Bu yontemin zayif noktasi,

spontan mutasyona maruz kalma nedeniyle mikroorganizmanin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
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ozelliklerini kaybetme olasihiginin bulunmasidir. Zorunlu anaerop bakterilerle yapilan calismalar,
periyodik yeniden inokilasyon yontemiyle yapilmistir. Bu yontemin uygulanmasi zordur, c¢inki
oksijen girisine karsi maksimum korumali hava gecirmez kaplarda yeniden inokiilasyon icin gerekli
anaerobik sivi besiyerinin hazirlama prosediirii zahmetlidir. Bunlara ragmen, g¢esitli zorunlu

anaeroplarin iremesi, kompleks bilesimli sentetik besiyerinde gergeklestirilebilir (3).

Mikroorganizmalarin  saklanmasinda kullanilan y6ntemler mikroorganizma grubuna gore
siniflandinldiginda, Gram pozitif bakteriler, streptokoklar, mikobakteriler, Gram negatif bakteriler,
filament6z bakteriler, mayalar, protozoonlar, virlisler ve sporlu bakteriler olarak gruplandirma
yapilmis, anaerop bakteriler icin 6zel bir grup olusturulmamistir (2). Spor olusturan bakterilerin pasaj,
mineral yaga daldirma, kurutma, dondurma gibi yéntemlerle 0,2-2 yil arasi siurelerle; ¢cok dusik i1sida
(-70°C veya -196°C) dondurma (yagsiz sit ve gliserol icinde) ve liyofilizasyon (yagsiz siit ve laktoz

icinde) ile 2-30 yil siireyle saklanabilecegi belirtilmistir (2).

Uzun sireli saklama icin en etkili yontemlerden biri, liyofilize hiicrelerin korunmasidir. Ancak bu
yontem, pahali malzemelerin (yiksek vakumlu pompa, kondensatér, saklama ampulleri) kullanimini
gerektirir. Ayrica anaerobik kiltiirlerle yapilan deneyler, steril bir inert gaz atmosferindeki ampulden
hicrelerin  6rneklenmesini  kapsar. Ancak zorunlu anaeroplarin, kurutulduktan sonra

donduruldugunda yasamini kaybettigi bilgisi, Gizerinde durulmasi gereken 6nemli bir noktadir (3).

Bircok anaerop bakteri yagsiz siit (skim milk) veya gliserolde uzun siire saklanabilmektedir. Anaerop
bakterilerin saklanmasi igin siklikla kullanilan % 10 yagsiz siit saklama besiyerini hazirlamak i¢in 1 g
toz yagsiz stit 10 ml distile su icinde eritilir. 110°C’'de 10 dk otoklavlanir. Alternatif olarak 100°C’deki
su banyosunda 1 saat bekletilir, bu islem Ust Uste li¢ gin tekrarlanir (tindalizasyon), kanli agarda
sterilite kontroll yapildiktan sonra 4-8°C’de alti ay slreyle saklanabilir (1,4). Bir kez dondurulduktan
sonra, donmus kaldig1 slrece, oksijene maruziyetin bakteriler (zerine c¢ok fazla bir etkisi
bulunmamaktadir. Ancak ¢6zerken anaerop kosullarin saglanmasina 6zen gosterilmelidir (6).
Saklanan izolatin yeniden canlandiriimasi igcin -70°C’den c¢ikarilan saklama tipinin, erimesi
beklenmeden, lst kismindan steril 6zeyle hafif kaziyarak alinip uygun besiyerine ekilerek anaerop
sartlarda inkiibe edilmesi gereklidir (1). American Type Culture Collections (ATCC)’ nin “Bakteriyel

Kiltir Rehberi”nde bir¢cok anaerop bakterinin % 10 gliserolde dondurulabilecegi bildirilmistir (6).

Sporlu ve sporsuz anaerop bakteriler igin farkh yontemler kullanilmasi Onerilmistir. Spor
olusturmayan anaerop bakteriler; uygun egri besiyerinde anaerop kosullarda inkiibe edildikten sonra

Gzerine 0,35 ml steril defibrine tavsan kani ilave edilerek silispanse edilir, bu kanli bakteri



sispansiyonu agzi pamuklu bir tiipe aktarilir, agzi alevden gegirilir, % 95 alkol ve kuru buz iceren su
banyosunda hizli dondurma saglandiktan sonra da -42°C’deki dondurucuda saklanir. Spor olusturan
anaerop bakteriler icin, Ureyen sporlu bakterinin Gram boyama ile giinliik olarak spor kontroli yapilir.
Spor olusur olusmaz -20°C'de veya -42°C’'de dondurulur. Spor olusmamissa bes glinlik

inkGibasyondan sonra dondurulur (7).

Mikroorganizmalarin saklanmasi i¢in subkiiltir yonteminin uygulanmasi hem zahmetlidir, hem de
bakterinin genetik kararsizligl ile sonuglanabilir. Bu yizden mikrorganizmalarin -196°C’'de sivi
nitrojende kriyoprezervasyonu gilvenilir bir yontemdir. Bu amagla vida kapakl polipropilen
kriyotlipler ve mini-vida kapakli cam tupler kullanilmaktadir. Mini-vida kapakl cam tupler anaerop
bakteriler icin de uygundur. Bu yontem depolama alani ve maliyetleri agisindan basit, etkili ve
ekonomiktir. Anaerop bakterilerin saklanmasinda genellikle stirekli bir azot gazi akisi veya anaerobik
kabin gerektirmedigi gibi hassas bakterilerin saklanmasi icin de uygun bir yontemdir. Anaerop
bakterler icin kriyoprotektif ajan olarak kullanilan gliserol, distile su icinde % 20 (agirlik/hacim)
oraninda hazirlanir, 15 dk otoklavlanarak steril edilir, vida kapakli tiiplerde karanlikta saklanir. Dimetil
sulfoksit (DMSO) ise, distile su icinde % 20 (agirhk/hacim) oraninda hazirlanir, filtre edilerek steril

edilir veya dille edilmeden 114°C’de 10 dk otoklavlanarak steril edilir (8).

Anaerop bakteriler saf kiltlr olarak izole edilir edilmez, stok kiiltlirlerin sivi veya kati besiyerinde
hazirlanabilecegi belirtilmistir. Sivi veya kati kiltirlerde geng¢ ve aktif olarak lreyen kiiltirlerin
kullanilmasi gerektigi bildirilmistir. Sivi besiyeri kullanildiginda (ekleri ilave edilmis tiyoglikolatli
buyyon veya kiymali buyyonda 24-48 saat inkiibe edildikten sonra) 0,5 ml sivi kiiltliriin esit miktarda
% 20 yagsiz siit ile karigtirihp dondurularak -70°C’de saklanabilecegi, kati besiyeri kullanildiginda ise
bakteri kolonilerinin yagsiz siit icinde siispanse edilmesi gerektigi bildirilmistir. ilave olarak stok
kiltdrlerin liyofilize edilebilecegi, bunun mimkiin olmadigi durumda ultra dondurmanin tercih
edilebilecegi belirtilmistir. Ultra dondurma igin 0,5-1,0 ml steril defibrine koyun kani icinde bir 6ze log
fazindaki bakteri kolonisi slispane edilir. Takiben bu slispansiyonun, kuru buz etanol banyosu, sivi
nitrojen veya ultra dondurucuda hizla dondurulduktan sonra -40°C veya daha disik i1sida saklanmasi
gerektigi tizerinde durulmustur. Alternatif olarak anaerop bakterilerin kiymali buyyonda 4-8°C'de 2-3
ay sureyle saklanabilecegi bildirilmistir. Toksin Ureten mikroorganizmalar igcin -70°C'de anaerop

sartlarda stoklama 6nemlidir (9,10).

Bryukhanov ve ark (3) zorunlu anaerop mikroorganizma kdltlrlerinin -70°C’de % 25 gliserolde uzun
siire saklanma olasiligini degerlendirmek icin bir calisma gerceklestirmisler ve sonucta su bilgileri elde

etmislerdir: Farkh tirlerdeki zorunlu anaeroplarin sivi besiyerine inokilasyon sayilari ile saklanma



isilari ve sareleri farkliliklar gosterir. Spor olusturan bakteriler (6rn, Clostridium spp) yilda iki kez sivi
besiyerine inokiile edilebilir ve inokiilasyonlar arasindaki slire boyunca 4-6°C'de saklanabilir. Oda
1sisinda saklanan Clostridium cinsi bakteriler her {i¢ ayda bir yeniden inokiile edilmelidir. Dislik Greme
oranina sahip asetogenik bakteriler, inokilasyonlar arasindaki sirede 4-6°C’de buzdolabinda
saklanmalidir. Yeniden inokiilasyon yilda 6-8 kez olmalidir. inokiilasyonlar arasindaki siirede kiiltiirler
4-6°C’de saklanmalidir. Dusuk 1sida (-70°C’de ) kriyoprezervatif ajan olarak % 25 gliserolin kullanimi,
zorunlu anaerop mikroorganizmalarin saklanma stresini anlamli bir sekilde arttirmistir. Gliserol hiicre
membranini hizla gecer ve hiicre icinde ve disinda donmadan korunmayi saglar. Bu sartlar altinda g
yillik saklamadan sonra zorunlu anaeroplarin hayatta kalma oranlari tahmin edildiginde su sonuglar
ortaya cikar: Clostridium cinsi bakteriler baslangictaki Greme oranina ulasmak icin taze hazirlanmis
nutrient besiyerine sadece iki veya U¢ kez yeniden inokilasyona ihtiya¢ duyarlar. Bazi bakteriler
biyokimyasal aktivitenin tam olarak iyilesmesi icin 4-6 kez yeniden inokile edilmelidir. Bazi bakterileri
ise uzun slre saklamak zordur, bu kiltirler sekizden fazla inokiilasyona ihtiya¢ duyarlar. Bu yontemi
kullanarak vejetatif hiicrelerin saklanmasindan {ic yil sonra zorunlu anaeroplarin tim suslarinin
hayatta kalamayacag tzerinde durulmustur. Ornegin spor olusturan siilfat indirgeyen bakteri olan

Desulfatomaculum nigrificans ve termofilik anaerop bakteriler yasamini kaybeder (3).

Bu yazida, anaerop bakterilerin ileriki ¢alismalarda kullaniimak Uzere saklanmasi yontemleri
tartisilmistir. Bu yontemler igcinde sivi nitrojen gazi ile -196°C’de saklama ve liyofilizasyon yontemleri
uygulamasi zor ve pahali oldugu igin genellikle tercih edilmemektedir. Laboratuvar ¢alismalarimizda
bizim de kullandigimiz gliserol (% 20, sporlu bakteriler igin % 25) veya yagsiz siit (% 10) icinde -

70°C’'de saklama yontemlerinin basit, ekonomik ve kullanish yéntemler oldugu diisiinilmektedir.
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