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OZET

Spermanin ve embriyonun dondurularak saklanabilmesi, genetik materyalin korunmas: ve kolaylikla
nakledilmesine olanak vermistir. Boylelikle yiiksek Kkaliteli genetik materyal diinyanin her yerine
taginabilmektedir. Bununla birlikte, sivi azot kullanilarak yapilan saklama teknikleri kontaminasyon gibi bazi
riskler de tasimaktadir. Bu derleme de, siv1 azot kullanilarak yapilan kryopreservasyon islemlerinde mikrobiyal

kontaminasyon risklerine deginilmekte ve bazi ¢6ziim Onerileri getirilmektedir.
Anahtar sézciikler: Kryopreservasyon, Mikrobiyal Kontaminasyon, Sivi 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.

GIRIS ve dondurma tekniklerinin de gelisimiyle
flk olarak 1949 yilinda gliseroliin soguga birlikte bu alanda diinya ¢apinda bir endiistri

kars1 koruyucu etkilerinin kesfedilmesi (11) ile olusmustur. Diinya genelinde, 2002 yilinda 264

birlikte, gamet hiicreleri gibi canli hiicrelerin milyon doz boga spermasi ve 270.500 embriyo

cok diisiik sicakliklarda dondurma esnasinda uretilmis, dretilen  spermalarin %95 i

olusan kristallesmeden etkilenmeden uzun siire dondurularak saklanmis ve bu spermalardan 20

milyonu uluslararas1 diizeyde nakledilmistir
(19).

canliliklarini koruyabilecekleri ortaya

konmustur. Sonraki yillarda sperma sulandirma
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Kryopreservasyon veteriner hekimlikte

ve  klinik  reprodiiktif  biyoteknolojide,
reprodiiktif materyalin dondurularak
saklanmasin1  saglayarak anahtar bir rol

oynamaktadir. Ornegin canli hiicreler uygun
sulandiric1 ve teknikler kullanilarak sivi azot
-196°C de wuzun
saklanabilmektedir. Bu teknik ayrica zaman ve
tehdidi

kaldirarak, reprodiiktif materyalin ulusal ve

icerisinde siireli olarak

mesafe ile ilgili bir¢ok ortadan

uluslararasi nakline olanak vermektedir (4).

Canli hiicre dondurma ve saklanmasinda

kullanilan  sivi  azot, filtrasyon teknigi

kullanilarak {iiretilmektedir. Mikroorganizma
sekilde

ragmen s1v1 azot, saklama ve dagitim esnasinda

barindirmayacak hazirlanmasina

hava ile temas etmesi sonucunda kontamine

(8).

kontaminasyon mekanizmasinda ise havadaki

olabilmektedir Sivi  azot tanklarinin

su buhari, acik sivi azot tankina temas edince

sogumakta ve  kiigcik buz  kristalleri

olugmaktadir. Bu kristaller yiiksek elektrostatik

cekim giicleri nedeniyle havadan gelen
mikroorganizmalar1  azot tankimin  igine
cekerek, tank igindeki azot ve payet
yiizeylerinin  kontamine olmasina neden

olmaktadir. Bu kontaminasyon, azot tanki
bosaltillip temizlenene kadar mikrobiyolojik
tehlike olusturmaktadir (9). Boylelikle, azot
tanki icinde tasinan materyal de kontamine
olabilmekte ve mikroorganizmalar1
1). Ozellikle

materyalin siv1 azot igerisinde beslenmesini ve

tastyabilmektedir (9, canli
uzun siireli yasayabilmesini saglamak amaciyla

kullanilan  kryopreservasyon  medyumlar1

yiiksek diizeyde besleyici ozellige sahiptirler.
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Ayrica pH ve elektrolit diizeyleri canli

hiicrelerin yasami i¢in optimum sekilde

ayarlanmistir. Onlarin  bu ozellikleri

kontaminasyon sonucunda bulasan mantar
sporlari, bakteri ve viriisler i¢in de uygun bir

ortam olusturabilmektedir (9).

MiKROORGANIZMALARIN DUSUK
SICAKLIKTA CANLI KALMALARI

Mikroorganizmalar da gamet hiicrelerine
benzer sekilde kryopreservatif madde igeren
besi yeri ya da vasat icerisinde dondurularak

uzun siireli olarak saklanabilmekte ve

gerektiginde 1sida  tekrar  aktive

edilebilmektedir.

uygun
Mikroorganizmalarin  bu
sekilde sivi azot i¢inde (-196°C) uzun siire
kalabilmesi sivi azotta olusabilecek bir
kontaminasyonun Onemini artirmaktadir (16).
Embriyo kiiltiir medyumlarindaki ve sperma
sulandiricilart

icerisindeki maddeler (siit,

serum albiimin, siikroz, sorbitol ve diger
sekerler vs.) mikroorganizmalar i¢in de uygun

bir besin kaynag1 ve yasam ortami olarak gorev

yapabilmektedir (3).

Kryoprotektan olarak kullanilan
maddelerden, DMSO (Dimetil siilfoksit,
(C,HgOS), metanol ve etilen glikol’lin
mikroorganizmalar1  gliserol ve polietilen

glikole gore soguktan daha iyi koruyabildikleri
bildirilmistir (7). Ornek olarak, %5 ve daha
diisiik oranlardaki DMSO’nun, zarli viriisleri
soguk hasarina karst korudugu gosterilmistir.

Zarsiz viriislerin ise dondurma ve cozdiirme

islemleri sirasinda kryoprotektan madde
yoklugunda  bile inaktive  olmadiklari
belirlenmistir  (20). Bir calismada, baz

infeksiyoz etkenler (bovine rhinotraheitis virus
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(IBRV), BVDV, bovine parainfluenza virus
type 3 (PI3) ve mavi dil viriisii) embriyo
toplama vasatina ekilmis, sonra +4°C, -20°C
ve —70°C de saklanan embriyolarda etkenlerin
bulunup bulunmadigina bakilmistir. Arastirilan
tiim virlislere ait titreler +44°C de 6 giin sabit
kalmistir, —20°C de 3 aya kadar saklanan bazi
viriislerin titrelerinde azalma gézlemlenmistir.
—70°C de ise tiim viriislerin iyi bir sekilde

titrelerini
(22). Bu

mikroorganizmalarin sulandirict vasatlar ve

muhafaza edildigi ve

kaybetmedikleri  belirtilmistir
tank icerisinde canli kalmasi, hem embriyo
transferi ve suni tohumlama alicilar1 icin hem
de uluslararas1 tasima sirasinda test ve saklama
yerleri riski

icin de hastalik bulasma

tasimaktadir. Hayvan embriyo ve
spermalarinin  hastalik riski tagimadigindan
emin olmak icin, vericiler kadar, kullanilan
taze ve

medyumlarin, donmus-¢6ziilmiis

sperma ve embriyolarin da mikrobiyal

analizlerinin yapilmasi gereklidir (3).

Bir cok mikroorganizma c¢ok yiiksek
DMSO konsantrasyonlarina dayanabilmekte,
bir toksisite

bunlarda herhangi

olusmamaktadir, hatta  baz1  etkenlerin

(Acinetobacter spp., Corynebacterium spp.,
Bacillus spp., ve Streptomyces spp.) %2 ile
%45 aras1 oranlarda DMSO igeren vasatlarda
canli kaldiklar ve ¢cogalabildikleri bildirilmistir
(7). Bununla birlikte, kryopreservasyonun boga
spermasindaki genel bakteri sayisini azalttig
210).

kiiltir medyumunda bulunan Brucella spp.

belirlenmistir Ornegin antibiyotiksiz

siispansiyonunda bulunan etken sayisinin basit

dondurma-¢ozdiirme prosediirleri ile %64
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oraninda  azaldigi  gosterilmistir  (18).
Mantarlarin ise bakterilere gore soguga karsi
cok daha hassas olduklar1 ve kryoprotektan
maddelerin yiiksek konsantrasyonlarina da
daha duyarli olduklari belirlenmistir. Ornegin,
insan spermasina yapilan caligmada, spermaya
etkenleri dondurma-

bulagtirllan  mantar

cozdiirme islemi sirasinda %90 oraninda
azalmistir (6). Bununla birlikte, sperma ya da
zona pellucida da bulunan ¢ok diisiik titredeki
hastalik

patojen mikroorganizmalar

olusturabilmektedir, ayrica, = dondurulmus
sperma ve embriyolarla alicilarin uterusuna
birakilan

etkenlerin  buradaki  yasabilme

yetenekleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur
(3).

SIVI AZOT VASITASIYLA
PATOJENLERIN TASINIMI VE CAPRAZ
KONTAMINASYON

Cesitli yayinlarda, direk sivi azot temasi

ile yapilan dermatolojik uygulamalarda
hepatitis B virus (HBV), herpes simplex,
adenovirus ve papillomavirus gibi etkenlerin
yayilma riski ortaya konulmustur (5, 6, 13).
Sivi azotta saklanan kemik iliginin nakli
sirasinda  Hepatit

B hastaliginin tagindigi

belirlenmis ve bunun sonrasinda dondurulmus

hiicrelerin ~ giivenligine daha c¢cok Onem

verilmesi gerektigi vurgulanmstir (17).
Piasecka (10), infekte sperma

payetlerinden,  steril  payetlere  bakteri

tasimmmint  deneysel olarak ilk kez ortaya
koymustur. Bu c¢alismada sivi azot tankina
kontamine payetler ile birlikte yerlestirilen
%95 2 haftada

Escherichia coli ve Staphylococcus aureus

steril  Orneklerin inin,



etkenleri ile infekte oldugunu belirlemistir.
Farkl1 bir ¢alismada ise bovine viral diarrhea
virus (BVDYV), bovine herpesvirus-1 (BHV) ve
bovine immunodeficiency viriis (BIV) gibi ii¢
farkli viral etken kullanmilmis ve bu etkenlerle
kontamine edilen sivi azotta 3-5 hafta kalan
embriyolar ¢oziilerek testten gecirilmis, steril
orneklerden %?21.3 iinde BVDV ve BHV-1

viriisleri izole edilmistir (1).

Bielanski ve ark. (1),

sperma ve embriyo

yaptiklari

caligmada sivi  azot,
orneklerinde 32 farkli bakteriyel etken ve bir
de mantar izole etmislerdir. Aym1 calismada
azot tanklarindan izole ettikleri ¢ogunlukla
cevresel mikroorganizmalar olmalarinin yani
sira az bir kisminin firsat¢1 patojenler olarak
kabul edilen etkenler olduklarini bildirmisler,
ancak tanklar ve spermadan izole edilen bu
etkenlerin in vitro olarak fertilizasyon
basarisin1 ve embriyonik gelismeyi ciddi olarak

baskiladigin1 tespit etmislerdir.

Sivi  azotta saklanan embriyo ve

spermalarda capraz kontaminasyon riski

olarak
yillik

olarak binlerce embriyo, milyonlarca sperma

bulunmaktadir, ama tam

ispatlanamamistir. Bununla birlikte,
dondurulmakta ve transfer edilmektedir. Bu
asamadan sonra alicilarin biiyiikk ¢cogunlugunun
saglik durumu hakkinda yeterli bilgiye sahip
bulunmadigimiz igin, ticari amacla iiretilen ve
s1v1 azotta saklanan sperma ve embriyolardaki
capraz kontaminasyon riski, yliksek titreli
etkenlerle yapilan deneysel calismalara gore

g6z ard1 edilmistir (12).
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KRYOPRESERVASYON
TEKNIiKLERINDE BASLICA
KONTAMINASYON KAYNAKLARI

1. Kontamine S1vi Azot Tanklari,

2. Sperma ve Embriyo toplanan

hayvanlarin hasta olmasi,

3. Sperma sulandiricilarinin ya da embriyo

kiiltiir vasatlarinin kontamine olusu,

4. Embriyo ya da sperma iceren payetlerin

iyi sekilde kapatilmamasi,

5. Sperma ya da embriyo iiretim isleminin

yapildig ortamin, kullanilan
malzemelerin ya da kisilerin kontamine

olmasi,
6. Steril olmayan siv1 azot kullanimi,

7. Sivi azot tanklarinin bulundugu ortam ya

da laboratuvarin  havasimin filtre

edilmemesi,

8. Embriyo nakli ya da suni tohumlama

gerceklestiren  kisilerin ~ kontamine
olmasi,
9. Acik sistem azot tanklarinin

kullanilmasi (1, 2, 3, 4).

SONUC VE COZUM ONERILERIi

Sperma ve embriyo kryopreservasyonunda
dondurma metodu segilirken sadece ¢6zdiirme
sonrasinda hiicrelerin canliligi degil, aynm
zamanda suni tohumlama ya da embriyo
transferi ile kullanilarak aktarilan gametlerin
hastalik tasima risklerinin en alt seviyede

olmasina da 6zen gosterilmelidir (3).
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Kryopreservasyon sistemlerinde
numunelerin azotla direkt olarak temasim
onlemek icin geleneksel tip azot saklama
tanklar1 yerine kuru sistem tanklar ya da
elektrikle  calisan  ultra  diisik  derin
dondurucular kullanilabilir (Sekil 1, Sekil 2a,b,
Sekil 3). Kuru tip sistemlerde azot drneklerle
temas etmemektedir, cihazin icinde ayri bir
kissmda  azot  depolanmakta,  boylece
kontaminasyon riski biiyiik oranda
azalmaktadir. Ayrica, elektrikle calisan ultra
diisiik derin dondurucular da Ozellikle
laboratuvar ortaminda sperma saklanmasi i¢in
alternatif ~ olabilmektedir ~ (23).  Yapilan
calismada, sivi azot ve —152°C lik ultra derin
dondurucularda  yapilan  kryopreservasyon
islemleri sonrast sperma muayenelerinde
istatiksel farka rastlanmamis ve ultra derin
dondurucularin sivi azot ile dondurma ve
saklama sistemlerine alternatif olabilecegi

belirtilmistir (23).

Geleneksel tip acik azot tanklar belli
araliklarla bosaltilip, temizlenmeli ve etilen
oksit gibi maddelerle (14) steril hale

getirilmelidir.

Azot tanklarina eklenen sivi azot steril
olmalidir. Sivi azot UV ya da filtrasyon
yontemleriyle steril hale getirilebilmektedir
(15).

Sperma  veya embriyolart  alinan
hayvanlar hastaliklardan ari olmali, rutin saghk
kontrolleri ve mikrobiyolojik analizleri diizenli

yapilmalidir.

Cevresel kontaminasyonlarin 6nlenmesi

i¢in, sperma ve embriyo kryopreservasyonunun

yapildigi ortamlarda uygun filtreli
havalandirma sistemleri bulunmali ayrica
sperma ve embriyo sulandirici ve vasatlarinda

kullanilan maddeler steril olmalidir.

| covageie|
T}

Sekil 1. Kuru Sistem Azot Tanki

(A) Kollaidal slika iceren azot emici membran

(B) Kuru sistem azot saklama tanki (MVE SC2/V1)
(C) izolasyon

(D) Depolama ¢emberi ve metal ayirict

(E) Azot emici (Oklar) Orneklerin toplandig1 yerleri
belirtmektedir (2).

Vakum

Ornek g .
Depolama | Ceketi
Yeri v, ;

Sekil 2a. Isotermal Kuru Sistem
Saklama Tank1 i¢ Goriintiisii (CBS V serisi)



Sekil 2b. Isotermal Kuru Sistem

Saklama Tanki Dis Goriintiisii (CBS V serisi)

Sekil 3. -152°C Derin Dondurucu

(Sanyo, MDF-1156)
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