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Ozet: Akis sitometri hiicrelerin fenotipik ve karakteristik dzelliklerini kalitatif ve kantitatif olarak inceleyen bir cihazdir. Bu
cihaz ile, hiicrenin ylizey ve i¢ proteinleri, organelleri ve diger bilesenleri analiz ve ayrimi, lazer ve elektronik teknolojisi
kullanilarak biyuklik, granilarite ve floresans emisyonu esasina gore gercgeklestirilmektedir. Kisa bir siire icinde heterojen
bir popiilasyonda analiz yapma ve yiiksek saflikta hiicre ayirma yetenegine sahip olan glicli bir aragtir. Akis sitometri beseri
hekimlikte hematoloji, immiinoloji ve klinik uygulamalarda yaygin olarak kullaniimasinin yani sira imminoloji laboratuarlari-
nin vazgegilmez bir pargasi olmustur. Akig sitometri, son yillarda genis kullanim alani ile veteriner hekimlik icinde 6nemli bir
arastirma ve klinik teshis araci haline gelmistir. Veteriner hekimlerin klinik saha g¢alismalarinda akis sitometri cihazlarini
kullanmalari sayesinde, hayvan ve insan refahini olumsuz etkileyen bircok persiste ve/veya klinik enfeksiyonun tespiti ve
tedavisi cok kisa siirede, kolaylikla yapilabilecektir. Veteriner hekimlikte akis sitometri kullaniminin yayginhginin saglanmasi
kullanilan ayirag maddelerin azliginin giderilip, daha fazla sayida monoklonal antikorun ticari olarak elde edilebilir ve
kullanilabilir hale getirilmesi ile mimkiindiir. Bu rapor ile akis sitometrinin genel prensipleri, avantajlari ve veteriner

hekimlikte kullanilan uygulamalari derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Akis sitometri, Hlicre analizi, Klinik kullanim, Veteriner hekimlik.

Flow Cytometry and its Applications for Veterinary Medicine

Abstract: Flow cytometry is a device for qualitative and quantitative analyses of the phenotype and characteristics of cells.
The outer and inner cellular proteins, organelles and other components analyses and their separations are based on the
size, granularity and fluorescence emission detection using laser and electronic technology. Making analysis in
heterogeneous population in a short time and is a powerful tool that is capable of high-purity separation of cells. Flow
cytometry is used widely in hematology, immunology, and clinical practice of human medicine and it has been an indispen-
sable part of the immunology laboratory. In recent years, flow cytometry has become a valuable clinical diagnostic tool with
a wide field of use in veterinary medicine. Detection and treatment of persistent and/or clinical infections having adverse
effects on animal and human well-beings would easily be made using flow cytometry in clinical field studies performed by
veterinarians in the near future. The prevalence of veterinary use of flow cytometry, is available with the separator material
and more commercially monoclonal antibody. With this report, the general principles of flow cytometry, advantages and
applications that are used in veterinary medicine has been reviewed.
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GiRi$
Ilk ¢aglardan bu yana insanoglu, bilinmeyeni
kesfetme arzusu ile bilim ve teknoloji alaninda hig
durmadan arastirma yapmaktadir. Yapilan galisma-
lar glnimize 1sik tutmus ve bilim insanlarini
yonlendirerek sorunlarin ¢6zimi noktasinda daha
detayl distinmelerini saglamistir. Béylece, insanlik
icin 6nemli bircok sorun arastirilmakta ve ¢ézimler
Uretilmeye ¢alisiimaktadir.  Bunun paralelinde
gelisen bilim ve teknoloji sayesinde bircok, alet,
cihaz ve teknik gelistirilmistir. Ozellikle bilgisayarin
icadi ve gelismesi ile molekdiler tekniklerin, biyoloji
ile birlesmesi sonucu bilim insanlarinin en kisa
siirede, en dogru sonuca ulagsmalarini saglamaya

baslamistir.

Akis (Flow) sitometri cihazi ve kullanilan sarf
malzemelerin diinya pazarindaki satis hacmi, 2008
yili itibariyle 1.5 milyar dolar oldugu ve diinyada
yaklasik yedi bin adet akig sitometri cihazi bulundu-
gu rapor edilmistir (Flow Cytometry Report, 2008).
Bunun yaninda yapilan bilimsel ¢alismalara ait ilk
1975 yih
baglanmistir. 2008-2009 yillari itibari ile ulusal ve

makaleler, sonrasinda yayinlanmaya

uluslararasi dergilerde, akis sitometri tekniginin
kullanildigi yayin sayisinin 11.000 civarinda oldugu
tespit edilmistir. Buna ragmen ulkemizde ne yazik ki
bu tir istatistiksel analizleri iceren bir ¢alisma ve

hesaplama yapilmamistir.

Akis sitometri, ilk olarak 1950'li yillarda aras-
1980'lerin
basinda hekimlerin hastalarda yardimci T hiicrelerin
o dbénemin gizemli bir
klinik
laboratuarlari icin de vazgecgilmez hale gelen bir
cihazdir (Shapiro, 2003). Akis sitometri birgok bilim

tirma laboratuarlari igin gelistirilen,
ile karakterize,

HIV’in  tespiti

disist

hastaligi olan sonrasinda

dalinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Onceleri
hematoloji laboratuarlarinda kullanilan bu cihaz ve
sistem glnimiizde basta hematoloji, imminoloji,
onkoloji olmak (izere; viroloji, bakteriyoloji, mikoloji,
organ nakil birimleri, arastirma laboratuarlari ile

patoloji, histoloji, biyokimya gibi klinik laboratuarla-

rinda kullanilan énemli bir arastirma yéntemi olarak
yerini almistir. Klinik laboratuarlarin yani sira gida,
toksikoloji, deniz bilimleri arastirmalarinda da bu
cihazdan oldukga sik yararlaniimaktadir (Herzenberg
ve ark., 2002; lbrahim ve ark., 2007; Kima ve ark.,
2008; Kumaraguru ve ark., 2004). Ornegin herpes

simpleks gibi viral kaynakli immunopatolojik
hastaliklarda in vivo olarak regilatér T hicrelerin
rolini belirlenmesi, NK inhibitoér reseptorlerin

etkilesimleri ve regllator sistemin latent enfekte
trigeminal gangliyonlarda koruyuculugunun tespiti,
shRNA veya vyesil fleoresan proteinleri iceren
plazmidlerin transfeksiyonda ki etkinliginin belir-
lenmesi icin kullanilmistir (Azkur ve ark., 2005; Suvas
ve ark., 2004; Suvas ve ark., 2006). Akis sitometri ile
uygun antikor panelleri kullanilarak, hicre tipi
(hematopoietik, lenfoid, veya nonhematopoietik)
veya hiicre turleri (B ve T hiicreleri, dogal 6ldiruci
hicreler, myeloid/monositik hiicreler, neuro/neuro-
endokrin hicreler ve epitelyal hicreler) ile hiicre
olgunlasmasi asamasinda oncil ve olgun hicrelerin
tespiti yapilabilmektedir (Kima ve ark., 2008; Suvas
ve ark., 2004; Youli ve ark., 2009). Bunun paralelinde
alerjik hastaliklara neden olan etkenlerin ve bunlarin
kontrolinde goérevli mekanizmalarin  roli akisg
sitometri cihazi ve teknigini kullanarak basarili bir

sekilde tespit edilmistir (Palomares ve ark., 2010).

Akis sitometri cihazi ile analiz igin, hiicre sus-
pansiyonu hazirlamak amaciyla kan, kemik iligi,
beyin, omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj sivisi,
eklem sivisi, plevral sivi, doku biyopsi Ornekleri,
parafin bloktaki dokular ve hiicre kiltliri 6rnekleri
kullanilabilir (Tablo 1) (Azkur ve ark., 2005; Peterson
ve ark., 2008; Rose ve Knox, 2007).

incelenen antijenlerin tespiti icin; monoklonal
antikorlar ve florokromlar teknolojisi ile fizik ve
bilgisayar teknolojisinin birlestiriimesi sonucunda,
akis sitometri cihazi kesfedilmistir (Tablo 1) (Youli ve
ark., 2009). Sitometri, hicrelerin veya biyolojik
kantitatif olarak fiziksel

partikillerin ve/veya
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biyokimyasal karakterlerinin o6lgllmesidir. Kisaca
akis sitometri, bir sivi icerisinde (slispansiyon) hiicre
veya partiklllerin, kantitatif ve kalitatif 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanabilir (Rahman, 2006).
GinUimuzde bu islem icin “flow” veya “akis’
sitometri terimleri kullanilmaktadir. Akis sitometri
ile stspansiyon halinde bulunan hiicre veya
partikiiller, lazer 15181 yansitilan bir bdlmeden
gegcirilir. Bu bélmeden tek tek gecen hiicrelerin, lazer
1s181 ile aydinlatilmasi sonrasinda, lsttiinden yansiyan
Isinlara ait sinyaller, uygun detektor ve filtreler
tarafindan tespit edilir, bu iginlar toplanir ve analiz
edilir (Ibrahim ve Engh, 2007; Nunez, 2001). Olusan
bu sinyaller, hicrenin baylklik, grandlarite gibi
fiziksel 6zelliklerine bagli bilgileri verdigi gibi; hiicre
ici ve disI reseptor ve yapilarina baglanan cesitli
florokromlardan da kaynaklanabilir (Herzenberg ve
ark., 2002). Boylece, akis sitometri ile ylksek
duyarhlikla, hiicre yada partikilin immiinofenotipi,
DNA igerigi miktari, enzim aktiviteleri, spesifik

antikorlar tarafindan taninan hicrenin; yizeyi,

Tablo 1. Akis sitometri cihazi ile analizin baslica basamaklari

sitoplazmasi ve/veya c¢ekirdeginde bulunan anti-
jen/markirlarin (belirteg) tespiti ve canlhg gibi
cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilmektedir.
Bunun yaninda alt tiplerine kadar hiicre tespiti ve
antijen sunan hicrelerin ylzeyinde bulunan
epitoplarin tespiti de kolaylikla yapilabilmektedir
(Dunphy, 2004; Suvas ve ark., 2006; Youli ve ark.,
2009).

Akis sitometri cihazi ve teknigi son derece hizli-
dir, ¢ok kisa bir slrede binlerce hiicreyi analiz
ederek, detayl sonug raporlari elde edilir. Heterojen
bir 6rnek popiilasyonunda, hiicrelerin ve bilesenle-
rinin cok parametreli kantitatif 6zellikleri cok kisa bir
siirede analiz edilebilir (Tablo 1) (lbrahim ve Engh,
2007). Akis sitometri’nin en giiclii ve kendisine 6zgi
avantajl, hiicreleri fiziksel olarak birbirlerinden ayirt
edebilmesidir. Boylece daha ileri analizler yapabil-
mek icin, spesifik hicrelerin saf orneklerini elde
etmek mimkiin olur (Daniel, 2004). Bu tir ¢alisma-
lar son donemde kok hiicre ve gen terapi ¢alismala-

rinda kullanilmaktadir (Brown ve Wittwer, 2000).

Table 1. The main steps of the analysis with flow cytometry

Asama Yapilacak islemler

Deney modeli dizayni
Kan érneklerinin antikoagulanl sekil

de alinmasi,

Diger 6rneklerin uygun sekilde temini

Analiz Oncesi Tasima ve saklama kosullarinin gézden gegirilmesi

Orneklerin uygunlugunun tespiti(pihtilasma, hemoliz durumu)
Numunenin canhliginin tespiti (% 61U hlcre tespiti)

Orneklerin ¢aligilmak lizere hazirlan

masil

Cihazdaki lazerlerin kalibrasyonu; optik hizalama, optik filtrelerin kontroli
Elektronik aksamin kontrolii; detektor ve voltaj kontrol
Floresan boyalarin akis sitometri cihazinda kalibrasyonu
Analiz Sirasinda Kontrol grubu materyallerin diizenlemesi; kontrol boncuklari, biyolojik materyaller
Antikor segimi; deney modelindeki materyallerin spesifite, affinite ve antikor panel

kombinasyonlari belirlenmesi
Tek veya cok parametreli analiz
Kapi alma iglemi

istenilen hiicrelerin ayrimi ve toplanmasi (cell sorting), 6li hiicrelerin dislamasi

Verilerin yorumlanmasi
Analiz Sonrasi Verilerin raporlanmasi

Klinikte kullanim

Klinik sonug
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Akis sitometri cihazlar hiicrelerin veya bilesen-
lerinin ayrintili olarak morfolojik karakterlerini tayin

edemez. Bu yizden floresan mikroskobu ve/veya

konfokal mikroskobu gibi diger gorintileme
teknikleri ile yapisal detaylar ile ilgili cok daha fazla
gorsel bilgi elde edilir. Bunun yaninda sadece

siispansiyon halindeki hiicreler analiz i¢in uygundur
ve hucrelerin dokulardan ayristirilarak stispansiyon
haline getirilmis olmasi gerekir. Ayrica, akis sitometri
cihazlari ¢ok kompleks cihazlar oldugundan, tam
performans ile glivenilir sonuglar elde edilmesi igin
sadece cihaza hakim ve ¢ok iyi egitim almis opera-

torlere gereksinim duyulmaktadir.

Akis sitometri’de, hiicrenin ve/veya bilesenleri-
nin kalitatif ve kantitatif analizleri kisaca dort sekilde
yapilabilmektedir (Brown ve Wittwer, 2000; Dunphy,
2004; Herzenberg ve ark., 2002; Rahman, 2006).

Bunlar;
1-Hucrelerin buyuklik ve granil yapisina gére analiz;

2-Tek

monoklonal antikor kullanilarak yapilan analiz;

floresan boya kullanilarak isaretlenen

3-Cok renkli floresan boyalar (2-17 renk) ile isaretle-

nen antikorlar kullanilarak gergeklestirilen analiz;

4-Hiicre igerisinde bulunan antijenlerin ve yapilarin
hiicre zarinin gecirgenliginin artirilmasi  sonucu

eklenen floresan boya ile isaretli monoklonal

antikorlar ile yapilan analizi
(Maecker ve ark., 2005; Wood, 2006).

seklinde sayilabilir

Akis Sitometri'nin Veteriner Hekimlikte

Kullanimi

Akis sitometri cihazi, insan dokularinda ve hiicrele-
rinde oldugu kadar, hayvanlara ait doku ve hiicrele-
rinin fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerinin tespiti
icinde kullanilmaktadir (Elizabeth ve ark., 2002;
Katherine ve ark., 2000; McSharry, 1994).

Bu cihaz, heniiz ticari veteriner teshis laboratu-
arlarinda yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bunun

vaninda akis sitometri cihazina sahip akademik

enstitliler, veteriner hekimlik hizmetlerinin rutin
teshisine yonelik sinirl diizeyde hizmet vermektedir-
ler. Akis sitometri cihazinin yerine veteriner hekimlik
hizmetleri icin Olympus AU-600 gibi hematoloji
analiz cihazlar yaygin bir bigimde kullanilmaktadir.
Veteriner hekimlik biliminde bu durumun yakin bir
gelecekte degiserek, hayvan hastaliklarinin tanisinin
konulmasinda hematoloji analiz cihazlarinin yerini
daha gelismis analiz yetenegine sahip akis sitometri
uygulamalarinin alacagi distnilmektedir (McSharry,
1994; Tarrant, 2005). Akis sitometri cihazlarinin
veteriner hekimlikte daha az kullanilmasinin en
onemli nedeni, tip hekimligine oranla veteriner
hekimlikte akis sitometri uygulamalarinda kullanil-
mak Uzere ayirag maddelerin azhgidir. Ancak daha
fazla sayida monoklonal antikorun ticari olarak elde
edilebilir ve kullanilabilir hale gelmesi ile bu cihazin
ve teknigin veteriner hekimlikte de daha yaygin
olarak hastaliklarin tanisi ve diger klinik uygulamalari
icin kullanilabilecektir (Katherine ve ark., 2000).

GUnumuizde gelismis bati Ulkelerinde, akis

sitometri uygulamalari gesitli hayvan tirlerine ait

hastaliklarin  immiinopatolojisi, teshisi ve asl
gelistirilmesi gibi birgok arastirma alaninda siklikla
kullanilan bir metot olarak yerini almistir. Bu

¢alismalarin tamamini bu derlemede 6zetlememiz
imkansizdir. Bu yilizden, derlemenin bu bélimu
veteriner hekimlikte akis sitometrinin kullanildigi
belirli disiplinlere ait 6nemli ve 6ne ¢ikan baz

¢alismalarin nasil yapildigina odaklanmistir.

Koess ve ark. (2008) sigirlarda erken safhada
meme dokusundan subklinik mastitisi, akis sitometri
kullanarak tespit etmislerdir. Arastiricilar yaptiklari
arastirmada Oncelikle somatik hiicre sayisinin
belirlenmesinde temel yontem olan mikroskop ile,
Akis

sitometri ile daha kisa slirede en az 10.000 hiicre

akis sitometri kullanimini karsilagtirmiglardir.

sayllabildigini rapor etmislerdir ve somatik hicre
sayimina ilaveten, mastitisin erken donemde tespiti
icin gerekli olan yangi hiicrelerini belirlemek icin
polimorfoniklear granilositler icin CD11b, lenfosit-

ler icin CD3, monositler ve makrofajlar icin CD14’e
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karsi elde edilen uygun monoklonal antikorlari
kullandilar. Buna ilaveten propidium iodide (PI)
florokrom ile hiicre igindeki DNA’nin boyamasi
yapilarak, canli ve canli olmayan hiicreleri tim
popiilasyondan kolaylikla ayirt edebilmislerdir.
Sonug olarak akis sitometri kullanarak sttteki I6kosit
hiicreleri; yasayan ve yasamayan polimorfoniklear
notrofil, lenfosit ve makrofaj hicreleri olarak
ayrilmasi ile bu hicrelerin popilasyondaki yizdele-
rinin  tespit ettiler. Buna ilaveten canli
polimorfoniklear noétrofillerin tespiti ile memede
olusan yanginin hangi dénemde oldugunu ve klinik
semptom gostermeden mastitisin akis sitometri ile
rutin olarak 10 dk gibi bir siirede tespit edilebildigini

bildirmiglerdir.

Quist ve ark. (1990) bovine viral diarrhea virQ-
(BVDV)

cihazini kullandilar. BVDV’nin kontrol ve muicadele-

sindn belirlenmesi icin akis sitometri
sinde persiste enfekte sigirlarin belirlenmesi ve
siriaden ayrilmasi 6nemlidir. Bu ylizden arastirmaci-
lar sigir kanlarindaki mononiklear lokositleri, FITC
ve ethidium bromide florokromlari ile isaretleyerek,
akis sitometri cihazi ile analiz sonucunda BVDV PI
hayvanlari belirlemislerdir. Arastiricilar, Pl enfekte
BVDV'yi  %3.0-21.0

oraninda tespit ettiler. Sonu¢ olarak akis sitometri

hayvanlarin  I6kositlerinde

teknigi  kullanilarak, Pl sigirlarda l6kositlerin

BVDV

tespitinin yapilabildigi ve bu uygulamalar igin hiicre

sitoplazmasinda  bulunan antijenlerinin

kaltiriine gereksinim duyulmadigini  belirttiler.
Ayrica bu hizli teknigin BVDV enfeksiyonu kontrolii
icin yakin gelecekte rutin kullanimda yerini alacagini

rapor etmislerdir.

(2002)
0157:H7’yi sigir rumen sivisi ve diskisindan akis

Hussein ve ark. Escherichia coli

sitometri teknigi kullanarak tespit ettiler. ilgili
FITC

florokromu ile isaretli anti-O157:H7 monoklonal

calismada patojenleri isaretlemek igin

antikorunu kullandilar. Sonu¢ olarak E. coli

0O157:H7’'nin akis sitometri yontemi kullanilarak
tespiti ve miktarinin belirlenmesinin, rumen sivisi ve

diskida mililitrede 10* ile 10" hiicre diizeyinde

bulundugunda kolaylikla yapilabildigini aksi taktirde

on zenginlestirme gerektigini bildirdiler.

Rath ve ark. (2008) ciftlik hayvanlarinda yaptik-
lari, akis sitometri cihazi kullanilarak sperm analizi ve
cinsiyet ayrimi calismasi ile saatte ortalama on
milyon spermin %90 saflik ile elde edilmesi imkani-
basta

nin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar

sigirlar olmak Uzere, ke¢i ve atlarda, Hoechst
florokromu ile hiicre ¢ekirdegi boyamasi yapilarak,
elde edilen grafiklerin yorumlanmasi sonucu
yasayan X ve Y kromozomlarini tasiyan DNA igerigine
gore sperm ayrimi yaptilar. Bu sayede yiiksek
verimlilige sahip bogalardan elde edilen spermlerin
ayrimi ile istenilen cinsiyete sahip yavrular elde
edilmektedir. Bu uygulama Amerika’da elli Avru-
pa’da G¢ merkez tarafindan rutin olarak yapilmakta-
dir.

kalitede ve istenilen cinsiyet kromozomlarina sahip

Cansiz spermlerin uzaklastirildigl, yiksek
DNA’lari igeren canli spermler ile yapilan tohumla-
malar sayesinde dol tutmama sorunu minimum

seviyelere indirilebildigi rapor edilmistir.

Bordignon ve ark. (2002) akis sitometri cihazini
kullanarak kuduz virtisi antijenini, hiicre kiltiriinde
basarili bir sekilde tespit ettiklerini rapor ettiler.
Arastiricilar enfeksiyondan sonra 12, 48 ve 72'nci
saatlerde kuduz virGsiiniin  hicre igerisinde
replikasyonunu akis sitometri ile incelediler. Akis
sitometride yaptiklari analiz sonrasinda viris ile
enfekte hiicrelerin ylzdesini tespit ettiler. Bu deney
icin dogal enfekte sigirdan izole edilen “Pasteur
viriis” kuduz virisii susunu kullandilar. izolasyon
sonrasinda BHK-21 ve C6 hiicre hatlari, vahsi tip
virls ile enfekte edildi. Viris antijenini BHK-21 ve C6
hiicre hatlarinda belirlemek i¢in, daha o6nceden
hazirladiklari ve FITC ile isaretledikleri anti-rabies
ribonukleoprotein monoklonal antikorunu hicre igi
boyamada kullandilar. Boyama islemini takiben,
enfeksiyondan sonra 12'nci saatte %4.7-7.1, 48'nci
saatte %88 ve 72'nci saatte %71-81 virUs ile enfekte
BHK-21 hiicresini akis sitometri ile tespit ettiler.
Sonug olarak, akis sitometrinin hicre kiltiiriinde

intrasitoplazmik kuduz virlisiinlin tespiti icin hizl,
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hassas ve glvenilir bir yontem oldugunu rapor

ettiler.

Cole ve ark. (1999) atlarda Cryptosporidium

parvum’un tespitinde akis sitometri teknigini,

criptosporidium  oosistlerinin  tespiti igin altin

standart olarak belirtilen asit-fast boyama (AF)
(IFA)
yontemi ile karsilastirdilar. Arastiricilar bu amag igin

yontemi ve immiinofluorescence antikor
herhangi bir hastallk semptomu gostermeyen (g
adet yetiskin at sectiler. ilk olarak atlardan 5’er gram
taze diski 6rnegi toplayarak her bir diski 6rneginin,
oosist yoniinden negatif oldugunu asit fast boyama
ile teyit ettiler. Sonrasinda, daha énceden sigirdan
elde edilen ve yogunlugu bilinen criptosporodial
oosistleri (10%) on kath sulandirma basamaklari
seklinde PBS ile muamele ederek hazirladiklari diski
orneklerine, yogunluklar 101, 102, 103, 5x103, 104,
5x10°, 10°, 5x10° ve 10° oosist/g olacak sekilde
inokule ettiler. Asit fast boyama igin siirme preparat
islemini takiben Kinyoun asit-fast boyama kiti
kullanarak boyamayi gergeklestirir iken IFA testi icin
onceden hazirlanan, farkh digki-oosist konsantras-
yonlari ve negatif kontrolde ticari immunofloresan
kiti kullandilar. Akis sitometri igin ise FITC isaretli
oosist spesifik monoklonal antikorlar ile boyama
yaparak bu (g testi karsilastirdilar. Sonug olarak bir
gram diskida, asit fast yontemi ve immunofloresan
%100

sensitivite ile, en az 5x10° oosist/gr oraninda

antikor teknigi ile C.parvum oosistlerini
hazirlanan diski-oosist konsantrasyon basamaginda
tespit ettiler. Akis sitometri ile C.parvum oosistlerini
en az 5 x 10° oosist/gr diski-oosist konsantrasyon
basamaginda tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak akis
sitometrinin altin standart olarak gosterilen asit-fast
ve immunofloresan antikor boyama teknigine gore
10 kat daha duyarh bir yéntem oldugunu rapor

ettiler.

Barratt-Boyes ve ark. (1992) akis sitometri ci-
hazini kullanarak mavi dil virsi (BTV) replikasyonu-
nu, in vitro olarak enfekte edilen sigir mononiklear
hiucrelerinde incelediler. Kultlre ettikleri hicreleri
dil virGsi ile enfekte edilmesi

mavi ardindan,

enfeksiyon gelisimini akig sitometri ile tespit
etmislerdir. T hiicreleri, B hiicreleri, monosit veya
graniilosit htcreleri, her hiicreye spesifik hiicre
ylzey markirlarini FITC ile isaretli mavi dil virisine
spesifik monoklonal antikorlar kullanarak mavi dil
virlist antijenlerini tespit ettiler. Sonug olarak, hiicre
popiilasyonunun tamamina oranla dusik ylizdeye
dil

immunfloresan mikroskop teknigi ile tespitinin zor

sahip mavi virisii  ile enfekte hicrelerin
olacagini ve akis sitometrinin kullanilmasinin daha

avantajli oldugunu rapor etmislerdir.

Dean ve ark. (1992) kedilerde feline 16semi vi-
rastini (FeLV), akis sitometri kullanarak; FelV'yi
enfekte kedilerin myeloid, erythroid ve lenfoid
kokenli kemik iligi hiicrelerinde tespit etmislerdir. Bu
islem kisaca, FelLV ile enfekte olan kedilerden elde
edilen kemik iligi hiicreleri %3’lik paraformaldehyde
ve %0.5 Triton X-100 ile muamele edilerek plazma
membrani gegirgenligi arttirllmistir. Ardindan FelV
ile enfekte hiicreleri, viral p27 antijenine karsi elde
edilen monoklonal antikorlari kullanilarak tespit
etmislerdir. Kemik iliginden elde ettikleri hiicre
popilasyonu akis sitometride myeloid, erythroid, ve
lenfoid hiicreler olarak ayrilmistir. Her hiicre grubu
icinde, p27 antigeni ile enfekte oldugu tespit edilen
hiicrelerin ylzdeleri belirlenmistir. Sonug olarak her
G¢ hicre grubununda FelV ile enfekte oldugunu
tespit etmislerdir. Akis sitometri kullanarak yaptikla-
r bu tip ¢ok parametreli analizin klasik 15k ve
floresan mikroskop kullanarak ¢ok zor olacagini ve
akig sitometrinin bunlar karsisinda son derece

avantajli bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Yukarida ornekleri verilen ¢alismalar disinda
tim hayvan tirlerine ait; viral, bakteriyel, paraziter
etkenler basta olmak (izere immiunolojik, patolojik
bozukluklarin arastiriimasi ile reprodiiktif uygulama-
lara ait ylzlerce galisma ve arastirma bulunmakta-
dir. Son dénemde yapilan g¢alismalar incelendiginde,
akis sitometri teknigi ile bircok teknik, spesifite,
sensitivite ve hiz bakimindan karsilastiriimaktadir.
Bilim insanlar tarafindan akis sitometrinin mevcut

kullanilan tekniklere goére son derece duyarl, hizli ve
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kapsamli arastirmalar igin uygun oldugu rapor
edilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda gelismis Ulkelerde
oldugu gibi tGlkemizde de veteriner hekim arastirma-
c ve bilim insanlarinin gegerliligini yitirmeye
baslayan bir ¢ok uygulamanin yerini alan akisg
sitometri cihazinin kullanildig1 arastirmalar dizayn
etmeleri gerekmektedir. Hayvan hastaliklarinin ve
ozellikle zoonoz hastaliklarin erken donemde, hizli
ve kesin tanisinin konulmasi hem hayvan refahi hem
de insan saghg acisindan son derece 6nemlidir.
Bunun yani sira dogum 6ncesinde bogalara uygula-
nacak sperm tayini ve ayrimi ¢alismalari ile yavrula-
rin cinsiyet tespiti ve ayrimi uygulamalarinin batil
Ulkelerde oldugu gibi Ulkemizde de kullanimina
baslanmalidir. Bu sayede lreticiler daha fazla verim
ve dengeli hayvan

Akis

elde ederek, daha saghkl

popiilasyonlari  olusturabilirler. sitometri

cihazinin  veteriner hekimlik  uygulamalarinda
kullanilmasi, hekimlere gelecekte hastaliklarla
mucadelede  oldugu kadar  enfeksiyonlarin

imminopatolojisine ait bircok bilinmeyeni aydinlat-

mada fayda saglayacaktir.
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