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Mikroorganizmalarda hücre ölümünün temel nedeni metabolik olayların devam etmesi sonucu 

ortaya çıkan toksik maddeler ve çevresel etkilerdir. Organizmanın yaşamını sürdürebilmesi için gerekli 

metabolik olaylar yavaşlatılır veya önlenebilirse bakteri uzun süre saklanabilir. Kültürdeki toksik 

metabolizmanın yavaşlatılması ya ortam ısısı düşürülerek (dondurma) ya da ortamdaki su 

uzaklaştırılarak (kurutma) yapılır. Zira su, kristalize olduğunda bakteri hücre duvarının delinmesine ve 

ölümüne yol açabilmektedir (1). 

 

Mikroorganizmaların saklanması, “fenotipik ve genotipik özellikleri değişmeksizin ve kontaminasyon 

olmadan, organizmanın yaşamını sürdürme yeteneğinin devam ettirilmesi” olarak tanımlanır. Ancak 

organizma saklanmadan önceki şartlarına kolayca dönebilmelidir. Mikroorganizmaları saklama 

yöntemleri son 60 yıldan beri değerlendirilmektedir ve sıklıkla saklama için optimal yöntemler 

mikroorganizmanın taksonomik sınıflamasına bağlıdır. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında, 

organizmaların kısa ve uzun süreli olarak saklanması için basit ve geniş çaplı uygulanabilen yöntemler 

bulunmaktadır (2). 

 

Birçok anaerobik mikroorganizmanın düşük üreme oranı göstermesinden dolayı, zorunlu anaerop 

bakterilerin saklanması, taze hazırlanmış besiyerine belli aralıklarla yeniden inoküle edilmesi ve 

metabolizma hızını azaltmak için kültürlerin 4-6°C’de korunması şeklindeki bir konvansiyonel 

yöntemle gerçekleştirilir. Ancak bu yöntemin ciddi sakıncaları vardır. Bu yöntemin zayıf noktası, 

spontan mutasyona maruz kalma nedeniyle mikroorganizmanın morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 
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özelliklerini kaybetme olasılığının bulunmasıdır. Zorunlu anaerop bakterilerle yapılan çalışmalar, 

periyodik yeniden inokülasyon yöntemiyle yapılmıştır. Bu yöntemin uygulanması zordur, çünkü 

oksijen girişine karşı maksimum korumalı hava geçirmez kaplarda yeniden inokülasyon için gerekli 

anaerobik sıvı besiyerinin hazırlama prosedürü zahmetlidir. Bunlara rağmen, çeşitli zorunlu 

anaeropların üremesi, kompleks bileşimli sentetik besiyerinde gerçekleştirilebilir (3). 

 

Mikroorganizmaların saklanmasında kullanılan yöntemler mikroorganizma grubuna göre 

sınıflandırıldığında, Gram pozitif bakteriler, streptokoklar, mikobakteriler, Gram negatif bakteriler, 

filamentöz bakteriler, mayalar, protozoonlar, virüsler ve sporlu bakteriler olarak gruplandırma 

yapılmış, anaerop bakteriler için özel bir grup oluşturulmamıştır (2). Spor oluşturan bakterilerin pasaj, 

mineral yağa daldırma, kurutma, dondurma gibi yöntemlerle 0,2-2 yıl arası sürelerle; çok düşük ısıda 

(-70°C veya -196°C) dondurma (yağsız süt ve gliserol içinde) ve liyofilizasyon (yağsız süt ve laktoz 

içinde) ile 2-30 yıl süreyle saklanabileceği belirtilmiştir (2). 

 

Uzun süreli saklama için en etkili yöntemlerden biri, liyofilize hücrelerin korunmasıdır. Ancak bu 

yöntem, pahalı malzemelerin (yüksek vakumlu pompa, kondensatör, saklama ampulleri) kullanımını 

gerektirir. Ayrıca anaerobik kültürlerle yapılan deneyler, steril bir inert gaz atmosferindeki ampulden 

hücrelerin örneklenmesini kapsar. Ancak zorunlu anaeropların, kurutulduktan sonra 

dondurulduğunda yaşamını kaybettiği bilgisi, üzerinde durulması gereken önemli bir noktadır (3). 

 

Birçok anaerop bakteri yağsız süt (skim milk) veya gliserolde uzun süre saklanabilmektedir. Anaerop 

bakterilerin saklanması için sıklıkla kullanılan  % 10 yağsız süt saklama besiyerini hazırlamak için 1 g 

toz yağsız süt 10 ml distile su içinde eritilir. 110°C’de 10 dk otoklavlanır.  Alternatif olarak 100°C’deki 

su banyosunda 1 saat bekletilir, bu işlem üst üste üç gün tekrarlanır (tindalizasyon), kanlı agarda 

sterilite kontrolü yapıldıktan sonra 4-8°C’de altı ay süreyle saklanabilir (1,4). Bir kez dondurulduktan 

sonra, donmuş kaldığı sürece, oksijene maruziyetin bakteriler üzerine çok fazla bir etkisi 

bulunmamaktadır. Ancak çözerken anaerop koşulların sağlanmasına özen gösterilmelidir (6). 

Saklanan izolatın yeniden canlandırılması için -70°C’den çıkarılan saklama tüpünün, erimesi 

beklenmeden, üst kısmından steril özeyle hafif kazıyarak alınıp uygun besiyerine ekilerek anaerop 

şartlarda inkübe edilmesi gereklidir (1). American Type Culture Collections (ATCC)’nin “Bakteriyel 

Kültür Rehberi”nde birçok anaerop bakterinin % 10 gliserolde dondurulabileceği bildirilmiştir (6).   

 

Sporlu ve sporsuz anaerop bakteriler için farklı yöntemler kullanılması önerilmiştir. Spor 

oluşturmayan anaerop bakteriler; uygun eğri besiyerinde anaerop koşullarda inkübe edildikten sonra 

üzerine 0,35 ml steril defibrine tavşan kanı ilave edilerek süspanse edilir, bu kanlı bakteri 
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süspansiyonu ağzı pamuklu bir tüpe aktarılır, ağzı alevden geçirilir, % 95 alkol ve kuru buz içeren su 

banyosunda hızlı dondurma sağlandıktan sonra da -42°C’deki dondurucuda saklanır. Spor oluşturan 

anaerop bakteriler için, üreyen sporlu bakterinin Gram boyama ile günlük olarak spor kontrolü yapılır. 

Spor oluşur oluşmaz -20°C’de veya -42°C’de dondurulur. Spor oluşmamışsa beş günlük 

inkübasyondan sonra dondurulur (7).  

 

Mikroorganizmaların saklanması için subkültür yönteminin uygulanması hem zahmetlidir, hem de 

bakterinin genetik kararsızlığı ile sonuçlanabilir. Bu yüzden mikrorganizmaların -196°C’de sıvı 

nitrojende kriyoprezervasyonu güvenilir bir yöntemdir. Bu amaçla vida kapaklı polipropilen 

kriyotüpler ve mini-vida kapaklı cam tüpler kullanılmaktadır. Mini-vida kapaklı cam tüpler anaerop 

bakteriler için de uygundur. Bu yöntem depolama alanı ve maliyetleri açısından basit, etkili ve 

ekonomiktir. Anaerop bakterilerin saklanmasında genellikle sürekli bir azot gazı akışı veya anaerobik 

kabin gerektirmediği gibi hassas bakterilerin saklanması için de uygun bir yöntemdir. Anaerop 

bakterler için kriyoprotektif ajan olarak kullanılan gliserol, distile su içinde % 20 (ağırlık/hacim) 

oranında hazırlanır, 15 dk otoklavlanarak steril edilir, vida kapaklı tüplerde karanlıkta saklanır. Dimetil 

sülfoksit (DMSO) ise, distile su içinde % 20 (ağırlık/hacim) oranında hazırlanır, filtre edilerek steril 

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

 

Anaerop bakteriler saf kültür olarak izole edilir edilmez, stok kültürlerin sıvı veya katı besiyerinde 

hazırlanabileceği belirtilmiştir. Sıvı veya katı kültürlerde genç ve aktif olarak üreyen kültürlerin 

kullanılması gerektiği bildirilmiştir. Sıvı besiyeri kullanıldığında (ekleri ilave edilmiş tiyoglikolatlı 

buyyon veya kıymalı buyyonda 24-48 saat inkübe edildikten sonra) 0,5 ml sıvı kültürün eşit miktarda 

% 20 yağsız süt ile karıştırılıp dondurularak -70°C’de saklanabileceği, katı besiyeri kullanıldığında ise 

bakteri kolonilerinin yağsız süt içinde süspanse edilmesi gerektiği bildirilmiştir. İlave olarak stok 

kültürlerin liyofilize edilebileceği, bunun mümkün olmadığı durumda ultra dondurmanın tercih 

edilebileceği belirtilmiştir. Ultra dondurma için 0,5-1,0 ml steril defibrine koyun kanı içinde bir öze log 

fazındaki bakteri kolonisi süspane edilir. Takiben bu süspansiyonun, kuru buz etanol banyosu, sıvı 

nitrojen veya ultra dondurucuda hızla dondurulduktan sonra -40°C veya daha düşük ısıda saklanması 

gerektiği üzerinde durulmuştur. Alternatif olarak anaerop bakterilerin kıymalı buyyonda 4-8°C’de 2-3 

ay süreyle saklanabileceği bildirilmiştir. Toksin üreten mikroorganizmalar için -70°C’de anaerop 

şartlarda stoklama önemlidir (9,10). 

 

Bryukhanov ve ark (3) zorunlu anaerop mikroorganizma kültürlerinin -70°C’de % 25 gliserolde uzun 

süre saklanma olasılığını değerlendirmek için bir çalışma gerçekleştirmişler ve sonuçta şu bilgileri elde 

etmişlerdir: Farklı türlerdeki zorunlu anaeropların sıvı besiyerine inokülasyon sayıları ile saklanma 
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ısıları ve süreleri farklılıklar gösterir. Spor oluşturan bakteriler (örn, Clostridium spp) yılda iki kez sıvı 

besiyerine inoküle edilebilir ve inokülasyonlar arasındaki süre boyunca 4-6°C’de saklanabilir. Oda 

ısısında saklanan Clostridium cinsi bakteriler her üç ayda bir yeniden inoküle edilmelidir. Düşük üreme 

oranına sahip asetogenik bakteriler, inokülasyonlar arasındaki sürede 4-6°C’de buzdolabında 

saklanmalıdır. Yeniden inokülasyon yılda 6-8 kez olmalıdır. İnokülasyonlar arasındaki sürede kültürler 

4-6°C’de saklanmalıdır. Düşük ısıda (-70°C’de ) kriyoprezervatif ajan olarak % 25 gliserolün kullanımı, 

zorunlu anaerop mikroorganizmaların saklanma süresini anlamlı bir şekilde arttırmıştır. Gliserol hücre 

membranını hızla geçer ve hücre içinde ve dışında donmadan korunmayı sağlar. Bu şartlar altında üç 

yıllık saklamadan sonra zorunlu anaeropların hayatta kalma oranları tahmin edildiğinde şu sonuçlar 

ortaya çıkar: Clostridium cinsi bakteriler başlangıçtaki üreme oranına ulaşmak için taze hazırlanmış 

nutrient besiyerine sadece iki veya üç kez yeniden inokülasyona ihtiyaç duyarlar. Bazı bakteriler 

biyokimyasal aktivitenin tam olarak iyileşmesi için 4-6 kez yeniden inoküle edilmelidir. Bazı bakterileri 

ise uzun süre saklamak zordur, bu kültürler sekizden fazla inokülasyona ihtiyaç duyarlar. Bu yöntemi 

kullanarak vejetatif hücrelerin saklanmasından üç yıl sonra zorunlu anaeropların tüm suşlarının 

hayatta kalamayacağı üzerinde durulmuştur. Örneğin spor oluşturan sülfat indirgeyen bakteri olan 

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

 

Bu yazıda, anaerop bakterilerin ileriki çalışmalarda kullanılmak üzere saklanması yöntemleri 

tartışılmıştır. Bu yöntemler içinde sıvı nitrojen gazı ile -196°C’de saklama ve liyofilizasyon yöntemleri 

uygulaması zor ve pahalı olduğu için genellikle tercih edilmemektedir. Laboratuvar çalışmalarımızda 

bizim de kullandığımız gliserol (% 20, sporlu bakteriler için % 25) veya yağsız süt (% 10) içinde -

70°C’de saklama yöntemlerinin basit, ekonomik ve kullanışlı yöntemler olduğu düşünülmektedir. 
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