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ÖZET 

Spermanın ve embriyonun dondurularak saklanabilmesi, genetik materyalin korunması ve kolaylıkla 

nakledilmesine olanak vermiştir. Böylelikle yüksek kaliteli genetik materyal dünyanın her yerine 

taşınabilmektedir. Bununla birlikte, sıvı azot kullanılarak yapılan saklama teknikleri kontaminasyon gibi bazı 

riskler de taşımaktadır. Bu derleme de, sıvı azot kullanılarak yapılan kryopreservasyon işlemlerinde mikrobiyal 

kontaminasyon risklerine değinilmekte ve bazı çözüm önerileri getirilmektedir. 

Anahtar sözcükler: Kryopreservasyon, Mikrobiyal Kontaminasyon, Sıvı Azot, Genetik Materyal. 

SUMMARY 

Freezing and storage of semen and embryos provided protection and easily transportation of genetic 

material. Thus, high-quality genetic material can be transported anywhere in the world. However, liquid nitrogen 

storage techniques have some risks such as contamination. In this review, microbial contamination risks in the 

cryopreservation techniques with liquid nitrogen were mentioned and suggested some solutions. 

Keywords: Cryopreservation, Microbial Contamination, Liquid Nitrogen,  Genetic Material. 

 

GİRİŞ 

İlk olarak 1949 yılında gliserolün soğuğa 

karşı koruyucu etkilerinin keşfedilmesi (11) ile 

birlikte, gamet hücreleri gibi canlı hücrelerin 

çok düşük sıcaklıklarda dondurma esnasında 

oluşan kristalleşmeden etkilenmeden uzun süre 

canlılıklarını koruyabilecekleri ortaya 

konmuştur. Sonraki yıllarda sperma sulandırma 

ve dondurma tekniklerinin de gelişimiyle 

birlikte bu alanda dünya çapında bir endüstri 

oluşmuştur. Dünya genelinde, 2002 yılında 264 

milyon doz boğa sperması ve 270.500 embriyo 

üretilmiş, üretilen spermaların %95 i 

dondurularak saklanmış ve bu spermalardan 20 

milyonu uluslararası düzeyde nakledilmiştir 

(19). 
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Kryopreservasyon veteriner hekimlikte 

ve klinik reprodüktif biyoteknolojide, 

reprodüktif materyalin dondurularak 

saklanmasını sağlayarak anahtar bir rol 

oynamaktadır. Örneğin canlı hücreler uygun 

sulandırıcı ve teknikler kullanılarak sıvı azot 

içerisinde -196°C de uzun süreli olarak 

saklanabilmektedir. Bu teknik ayrıca zaman ve 

mesafe ile ilgili birçok tehdidi ortadan 

kaldırarak, reprodüktif materyalin ulusal ve 

uluslararası nakline olanak vermektedir (4). 

Canlı hücre dondurma ve saklanmasında 

kullanılan sıvı azot, filtrasyon tekniği 

kullanılarak üretilmektedir. Mikroorganizma 

barındırmayacak şekilde hazırlanmasına 

rağmen sıvı azot, saklama ve dağıtım esnasında 

hava ile temas etmesi sonucunda kontamine 

olabilmektedir (8). Sıvı azot tanklarının 

kontaminasyon mekanizmasında ise havadaki 

su buharı, açık sıvı azot tankına temas edince 

soğumakta ve küçük buz kristalleri 

oluşmaktadır. Bu kristaller yüksek elektrostatik 

çekim güçleri nedeniyle havadan gelen 

mikroorganizmaları azot tankının içine 

çekerek, tank içindeki azot ve payet 

yüzeylerinin kontamine olmasına neden 

olmaktadır. Bu kontaminasyon, azot tankı 

boşaltılıp temizlenene kadar mikrobiyolojik 

tehlike oluşturmaktadır (9). Böylelikle, azot 

tankı içinde taşınan materyal de kontamine 

olabilmekte ve mikroorganizmaları 

taşıyabilmektedir (9, 1). Özellikle canlı 

materyalin sıvı azot içerisinde beslenmesini ve 

uzun süreli yaşayabilmesini sağlamak amacıyla 

kullanılan kryopreservasyon medyumları 

yüksek düzeyde besleyici özelliğe sahiptirler. 

Ayrıca pH ve elektrolit düzeyleri canlı 

hücrelerin yaşamı için optimum şekilde 

ayarlanmıştır. Onların bu özellikleri 

kontaminasyon sonucunda bulaşan mantar 

sporları, bakteri ve virüsler için de uygun bir 

ortam oluşturabilmektedir (9). 

        MİKROORGANİZMALARIN DÜŞÜK 

SICAKLIKTA CANLI KALMALARI 

Mikroorganizmalar da gamet hücrelerine 

benzer şekilde kryopreservatif madde içeren 

besi yeri ya da vasat içerisinde dondurularak 

uzun süreli olarak saklanabilmekte ve 

gerektiğinde uygun ısıda tekrar aktive 

edilebilmektedir.  Mikroorganizmaların bu 

şekilde sıvı azot içinde (–196°C) uzun süre 

kalabilmesi sıvı azotta oluşabilecek bir 

kontaminasyonun önemini artırmaktadır (16). 

Embriyo kültür medyumlarındaki ve sperma 

sulandırıcıları içerisindeki maddeler (süt, 

serum albümin, sükroz, sorbitol ve diğer 

şekerler vs.) mikroorganizmalar için de uygun 

bir besin kaynağı ve yaşam ortamı olarak görev 

yapabilmektedir (3).  

Kryoprotektan olarak kullanılan 

maddelerden, DMSO (Dimetil sülfoksit, 

(C2H6OS), metanol ve etilen glikol’ün 

mikroorganizmaları gliserol ve polietilen 

glikole göre soğuktan daha iyi koruyabildikleri 

bildirilmiştir (7). Örnek olarak, %5 ve daha 

düşük oranlardaki DMSO’nun, zarlı virüsleri 

soğuk hasarına karşı koruduğu gösterilmiştir. 

Zarsız virüslerin ise dondurma ve çözdürme 

işlemleri sırasında kryoprotektan madde 

yokluğunda bile inaktive olmadıkları 

belirlenmiştir (20). Bir çalışmada, bazı 

infeksiyöz etkenler (bovine rhinotraheitis virus 
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(IBRV), BVDV, bovine parainfluenza virus 

type 3 (PI3) ve mavi dil virüsü) embriyo 

toplama vasatına ekilmiş, sonra +4°C, –20°C 

ve –70°C de saklanan embriyolarda etkenlerin 

bulunup bulunmadığına bakılmıştır. Araştırılan 

tüm virüslere ait titreler +4°C de 6 gün sabit 

kalmıştır, –20°C de 3 aya kadar saklanan bazı 

virüslerin titrelerinde azalma gözlemlenmiştir. 

–70°C de ise tüm virüslerin iyi bir şekilde 

muhafaza edildiği ve titrelerini 

kaybetmedikleri belirtilmiştir (22). Bu 

mikroorganizmaların sulandırıcı vasatlar ve 

tank içerisinde canlı kalması, hem embriyo 

transferi ve suni tohumlama alıcıları için hem 

de uluslararası taşıma sırasında test ve saklama 

yerleri için de hastalık bulaşma riski 

taşımaktadır. Hayvan embriyo ve 

spermalarının hastalık riski taşımadığından 

emin olmak için, vericiler kadar, kullanılan 

medyumların, taze ve donmuş-çözülmüş 

sperma ve embriyoların da mikrobiyal 

analizlerinin yapılması gereklidir (3). 

Bir çok mikroorganizma çok yüksek 

DMSO konsantrasyonlarına dayanabilmekte, 

bunlarda herhangi bir toksisite 

oluşmamaktadır, hatta bazı etkenlerin 

(Acinetobacter spp., Corynebacterium spp., 

Bacillus spp., ve Streptomyces spp.) %2 ile 

%45 arası oranlarda DMSO içeren vasatlarda 

canlı kaldıkları ve çoğalabildikleri bildirilmiştir 

(7). Bununla birlikte, kryopreservasyonun boğa 

spermasındaki genel bakteri sayısını azalttığı 

belirlenmiştir (21). Örneğin antibiyotiksiz 

kültür medyumunda bulunan Brucella spp. 

süspansiyonunda bulunan etken sayısının basit 

dondurma-çözdürme prosedürleri ile %64 

oranında azaldığı gösterilmiştir (18). 

Mantarların ise bakterilere göre soğuğa karşı 

çok daha hassas oldukları ve kryoprotektan 

maddelerin yüksek konsantrasyonlarına da 

daha duyarlı oldukları belirlenmiştir. Örneğin, 

insan spermasına yapılan çalışmada, spermaya 

bulaştırılan mantar etkenleri dondurma-

çözdürme işlemi sırasında %90 oranında 

azalmıştır (6). Bununla birlikte, sperma ya da 

zona pellucida da bulunan çok düşük titredeki 

patojen mikroorganizmalar hastalık 

oluşturabilmektedir, ayrıca, dondurulmuş 

sperma ve embriyolarla alıcıların uterusuna 

bırakılan etkenlerin buradaki yaşabilme 

yetenekleri hakkında çok az bilgi mevcuttur 

(3).   

SIVI AZOT VASITASIYLA 

PATOJENLERİN TAŞINIMI VE ÇAPRAZ 

KONTAMİNASYON 

Çeşitli yayınlarda, direk sıvı azot teması 

ile yapılan dermatolojik uygulamalarda 

hepatitis B virus (HBV), herpes simplex, 

adenovirus ve papillomavirus gibi etkenlerin 

yayılma riski ortaya konulmuştur (5, 6, 13). 

Sıvı azotta saklanan kemik iliğinin nakli 

sırasında Hepatit B hastalığının taşındığı 

belirlenmiş ve bunun sonrasında dondurulmuş 

hücrelerin güvenliğine daha çok önem 

verilmesi gerektiği vurgulanmıştır (17).  

Piasecka (10), infekte sperma 

payetlerinden, steril payetlere bakteri 

taşınımını deneysel olarak ilk kez ortaya 

koymuştur. Bu çalışmada sıvı azot tankına 

kontamine payetler ile birlikte yerleştirilen 

steril örneklerin %95 inin, 2 haftada 

Escherichia coli ve Staphylococcus aureus 
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etkenleri ile infekte olduğunu belirlemiştir. 

Farklı bir çalışmada ise bovine viral diarrhea 

virus (BVDV), bovine herpesvirus-1 (BHV) ve 

bovine immunodeficiency virüs (BIV) gibi üç 

farklı viral etken kullanılmış ve bu etkenlerle 

kontamine edilen sıvı azotta 3-5 hafta kalan 

embriyolar çözülerek testten geçirilmiş, steril 

örneklerden %21.3 ünde BVDV ve BHV-1 

virüsleri izole edilmiştir (1).  

Bielanski ve ark. (1), yaptıkları 

çalışmada sıvı azot, sperma ve embriyo 

örneklerinde 32 farklı bakteriyel etken ve bir 

de mantar izole etmişlerdir. Aynı çalışmada 

azot tanklarından izole ettikleri çoğunlukla 

çevresel mikroorganizmalar olmalarının yanı 

sıra az bir kısmının fırsatçı patojenler olarak 

kabul edilen etkenler olduklarını bildirmişler, 

ancak tanklar ve spermadan izole edilen bu 

etkenlerin in vitro olarak fertilizasyon 

başarısını ve embriyonik gelişmeyi ciddi olarak 

baskıladığını tespit etmişlerdir. 

Sıvı azotta saklanan embriyo ve 

spermalarda çapraz kontaminasyon riski 

bulunmaktadır, ama tam olarak 

ispatlanamamıştır. Bununla birlikte, yıllık 

olarak binlerce embriyo, milyonlarca sperma 

dondurulmakta ve transfer edilmektedir. Bu 

aşamadan sonra alıcıların büyük çoğunluğunun 

sağlık durumu hakkında yeterli bilgiye sahip 

bulunmadığımız için, ticari amaçla üretilen ve 

sıvı azotta saklanan sperma ve embriyolardaki 

çapraz kontaminasyon riski, yüksek titreli 

etkenlerle yapılan deneysel çalışmalara göre 

göz ardı edilmiştir (12). 

KRYOPRESERVASYON 

TEKNİKLERİNDE BAŞLICA 

KONTAMİNASYON KAYNAKLARI 

1. Kontamine Sıvı Azot Tankları, 

2. Sperma ve Embriyo toplanan 

hayvanların hasta olması, 

3. Sperma sulandırıcılarının ya da embriyo 

kültür vasatlarının kontamine oluşu, 

4. Embriyo ya da sperma içeren payetlerin 

iyi şekilde kapatılmaması, 

5. Sperma ya da embriyo üretim işleminin 

yapıldığı ortamın, kullanılan 

malzemelerin ya da kişilerin kontamine 

olması, 

6. Steril olmayan sıvı azot kullanımı, 

7. Sıvı azot tanklarının bulunduğu ortam ya 

da laboratuvarın havasının filtre 

edilmemesi, 

8. Embriyo nakli ya da suni tohumlama 

gerçekleştiren kişilerin kontamine 

olması, 

9. Açık sistem azot tanklarının 

kullanılması (1, 2, 3, 4).  

SONUÇ VE ÇÖZÜM ÖNERİLERİ 

Sperma ve embriyo kryopreservasyonunda 

dondurma metodu seçilirken sadece çözdürme 

sonrasında hücrelerin canlılığı değil, aynı 

zamanda suni tohumlama ya da embriyo 

transferi ile kullanılarak aktarılan gametlerin 

hastalık taşıma risklerinin en alt seviyede 

olmasına da özen gösterilmelidir (3).   
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Kryopreservasyon sistemlerinde 

numunelerin azotla direkt olarak temasını 

önlemek için geleneksel tip azot saklama 

tankları yerine kuru sistem tanklar ya da 

elektrikle çalışan ultra düşük derin 

dondurucular kullanılabilir (Şekil 1, Şekil 2a,b, 

Şekil 3). Kuru tip sistemlerde azot örneklerle 

temas etmemektedir, cihazın içinde ayrı bir 

kısımda azot depolanmakta, böylece 

kontaminasyon riski büyük oranda 

azalmaktadır. Ayrıca, elektrikle çalışan ultra 

düşük derin dondurucular da özellikle 

laboratuvar ortamında sperma saklanması için 

alternatif olabilmektedir (23). Yapılan 

çalışmada, sıvı azot ve –152°C lik ultra derin 

dondurucularda yapılan kryopreservasyon 

işlemleri sonrası sperma muayenelerinde 

istatiksel farka rastlanmamış ve ultra derin 

dondurucuların sıvı azot ile dondurma ve 

saklama sistemlerine alternatif olabileceği 

belirtilmiştir (23). 

Geleneksel tip açık azot tankları belli 

aralıklarla boşaltılıp, temizlenmeli ve etilen 

oksit gibi maddelerle (14) steril hale 

getirilmelidir. 

Azot tanklarına eklenen sıvı azot steril 

olmalıdır. Sıvı azot UV ya da filtrasyon 

yöntemleriyle steril hale getirilebilmektedir 

(15). 

Sperma veya embriyoları alınan 

hayvanlar hastalıklardan ari olmalı, rutin sağlık 

kontrolleri ve mikrobiyolojik analizleri düzenli 

yapılmalıdır. 

Çevresel kontaminasyonların önlenmesi 

için, sperma ve embriyo kryopreservasyonunun 

yapıldığı ortamlarda uygun filtreli 

havalandırma sistemleri bulunmalı ayrıca 

sperma ve embriyo sulandırıcı ve vasatlarında 

kullanılan maddeler steril olmalıdır. 

 

Şekil 1. Kuru Sistem Azot Tankı  

(A) Kollaidal slika içeren azot emici membran     

(B) Kuru sistem azot saklama tankı (MVE SC2/V1) 

(C) İzolasyon  

(D) Depolama çemberi ve metal ayırıcı  

(E) Azot emici (Oklar) Örneklerin toplandığı yerleri 

belirtmektedir (2). 

 

Şekil 2a. Isotermal Kuru Sistem 

Saklama Tankı İç Görüntüsü (CBS V serisi) 
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Şekil 2b. Isotermal Kuru Sistem 

Saklama Tankı Dış Görüntüsü (CBS V serisi) 

Şekil 3.  –152°C Derin Dondurucu 

(Sanyo, MDF-1156) 
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