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OZET

Bu derlemede, stispanse hiicrelerin bir akis kanali boyunca gecerken tek tek deteksiyonunu ve ayrigimini
saglayan, ¢alisma prensibinin temelinde antijen-antikor reaksiyonu bulunan ve giiniimiizde I6semi, lenfoma
gibi birgok hastaligin teshisinde hizli ve giivenilir sonug veren flow sitometri cihazinin mikrobiyolojiye olan
katkisi ve son yillarda kaydedilen gelismeler ele alinmistir. Flow sitometrinin ilk ortaya ¢ikis amaci
hematolojik hastaliklara hizli ve giivenilir tan1 koyabilmekti. Bu amacina yillarca hizmet ettikten sonra diger
bilim dallar1 tarafindan da flow sitometriye olan ilgi giin gectikge artti. Bunun nedeni, antijen-antikor
reaksiyonunun geri donisiimsiiz (irreversibl) calismasi, hizli, giivenilir ve dogru sonuglar vermesiydi.
Mikrobiyolojide ozellikle su orneklerinden bakteri, maya ve kif varligim tespit etmek igin, patojen
mikroorganizmalarin hizli tespiti i¢in ve antimikrobiyal aktivite testlerinde de olduk¢a sik kullaniimaya
baslanmistir.
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The use of flow cytometry in microbiology

ABSTRACT

In this study of review, flow cytometry device that detects and decomposite the suspended cells when they go
through a flow canal, working principle based on antigen-antibody reaction and gives rapid and reliable results
in the diagnosis of lots of diseases like leukemia and lenfoma, has been investigated in point of its contribution
to microbiology and recent developments. The first attempt to develop this device had the purpose to diagnose
the hematological diseases rapidly and safely. After the flow cytometry has been served to that purpose the
attention on it has been increased day by day by the other disciplines. The cause was the antigen-antibody
reaction works irreversibly and gives results which was rapid, reliable and correct. The device has recently
introduced to identify the bacteria, yeast and mould presence from the water samples, the rapid determination
of the pathogen microorganisms and in antimicrobial activity tests in microbiology
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Giris

Flow sitometri, stispanse hiicrelerin bir akis kanali boyunca
gecerken tek tek deteksiyonunu ve ayrnigimini saglayan bir
cihazdir. 1934 yilinda Moldaven isimli aragtirmacimin “akim
boyunca kan hiicrelerinin sayim:”’ teknigini pekistirmesi ile
baglayan tarih siireci hizli adimlarla gelismis ve giiniimiizde
hiicrelerin tek tek arastirilmas: asamalarina kadar gelmistir. Flow
sitometri bu hizli gelisimi sonrasinda 11k mikroskobuna tistiinliik
saglamistir. Istk mikroskobunda bir defada 10> — 10° hiicre
yaklasik 5 dakikada incelenebilirken, flow sitometride 10° — 108
hiicre bir dakika gibi kisa bir siirede incelenebilmektedir
(Dunphy., 2004). Ayrica 1s1k mikroskobunda ¢alisma sonrasi
pozitif negatif olarak sonug verilebilirken, flow sitometride yar
otomatik  bir islem sonrasi ¢ok parametreli bilgiye
ulagilabilmektedir. Bu verilere dayanarak giiniimiizde flow
sitometri pek ¢ok arastirmada kullamlmaktadir (Laane et al.,
2005) Flow sitometri, akim sitometri veya akis sitometri olarak
da literatiirler de isimlendirilmektedir. Mikrobiyoloji alaninda
flow sitometri kullanilmasinin en énemli 6zelligi, her bireysel
hiicre igin veri toplanmasidir. Bu durum, arastirmacinin bir
populasyon igindeki dagilim o6zelligini veya o6zelliklerini
Olgebilmesini saglar (Karaboz et al., 2008).

1. Flow sitometrinin ¢calisma prensibi

Flow sitometrinin, her bir hiicrenin lazer demetinin iginden
gecerken dalga boyuna gore yonlendirilen lazer 15181 ve hiicreler
tarafindan yayinlanan fluoresan 15181 ile bir araya getirilip, optik
filtreler ve aynalar yardimiyla farkli dalga boylarina gore
ayrilarak, sinyallere dondstirildigii bir calisma prensibi vardir.
Bu sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak ekrana
aktariir.  Histogram,  olgilen  parametrelerin  frekans
dagilimlarinin gorsel sunumudur (Ormerod et al., 2000)

Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit olmalidir, ayrica Sivi
icinde hiicreler tek tek olmali kiimelesmemelidir. Hiicreleri
iceren siispansiyon sirekli bir akigla lazer 1s1m1 iginden
gecmelidir. Her bir hiicre lazer is1ginin bir kismini saptirir ve ayni
zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji
yiiklenmis oldugundan, fluoresan 15181 yayarlar (Jaroszeski and
Heller., 1998).
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Sekil 1: Flow sitometrinin ¢alisma prensibini
illstrisyon. Tirkgelestirilmistir.
( http://www.mpi-bremen.de/Page3829.html)

ozetleyen

2. Mikrobiyolojide flow sitometrinin yeri

Flow sitometri ilk olarak arastirma amaciyla kullanilmaya
baslamistir. Daha sonra; hematoloji, immiinoloji, patoloji
laboratuvarlarinda normal ve kanserli hiicre tiplendirilmesinde
kullanimi giderek artmistir. Son yillarda ise klinik kullanimi daha
da genisleyerek; mikrobiyolojide mikroorganizmalarin canliligini,
sayisin, tammlanmasim, patogenezini, antibiyotiklerin etki
mekanizmalarimt ve duyarlhiliklarint saptamada kullaniimaktadir
(Button and Robertson., 1993).

Mikrobiyologlar agisindan flow sitometrik metodun en 6nemli
ozelligi, her bir mikroorganizma igin veri toplanmasidir. Bu
durum, arastirmacinin bir populasyon igindeki dagilim 6zelligini
veya ozelliklerini 6lgebilmesini saglamaktadir (Shapiro., 1990).

Mikrobiyal populasyonlardaki heterojenitenin birgcok farkli sebebi
vardir. Genetik farkliliklar, mutasyon ve plazmid -eksikligi
sonucunda artis gosterir. Ayrica heterojenlik, hiicre ¢evrimindeki
farkliliklara sebep olur. DNA igerigini flow sitometrik 6l¢iimii,
heterojenitenin belirlenmesi ve anlasiimasinda, antibiyotiklerin ve
diger cevresel uyaricilarin etkilerinin anlasilmasinda 6nemlidir
(Winson and Davey., 2000).

2.1. Flow sitometri’nin mikrobiyolojide kullanimu ve tarihsel
gelisimi

1987 yilinda Human ve arkadaslari idrarda bakterileri flow
sitometri  kullanarak saptamiglar ve ilk klinik uygulamay:
baslatmiglardir (Human and Rowe., 1987; Allman et al., 1992).
Daha sonralari, 1990’11 yillarda ‘flow chamber’a yeni ilaveler
yapilmis ve mikroorganizma c¢aligmalari i¢in  uygun hale
getirilmistir. Ayrica 1990 yilinda David Lloyd tarafindan yazilan
“’Mikrobiyolojide flow sitometri’’ Kitab: arastirmacilar igin rehber
olmus ve sonraki yillarda mikrobiyolojik ¢alismalar hizla artmistir
(Lloyd., 1993).

2.2.Mikrobiyolojide kullamilan flow sitometri parametreleri
2.2.1.hiicre biiyiikliigii

Mikroorganizmalar, okaryot hiicrelerden boyut ve voliim olarak
oldukga kiigiiktiir. Bu nedenle, flow sitometride kiigtik partikiillerin
hassas bir sekilde olgtimii; partikil biyikligi ile orifis
biiytikligiiniin uyumuna baghdir. Yeni gelistirilen flow sitometri
cihazlar: ile karigik hiicre populasyonunda mikroorganizmalari,
kendi buyiikliklerine ve morfolojik karakterlerine gore 1sik
sagilimina gore Olgerek tespit etmek kolaylasmistir. Bu parametre
ile mantarlar, bakterilerden boyut olarak biiyiik oldugundan; flow
sitometride kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Howard., 2001).

2.2.2.DNA icerigi

Mikroorganizmalarin DNA igerigi, akridin oranj, DAPI,
mitramisin veya propidyum iyodid gibi floresan boyalarla ¢ok
rahathikla olgiilebilmektedir. Fakat bakteriler ve diger bazi
mikroorganizmalar DNA igeriginden, gesitli kiiltiir ortamlarinda
DNA sentezi devam ettiginden ve DNA igerigi ¢ogaldigindan
mikroorganizma tanimlanmasinda kullanmiimaktadir. Sadece steril
kosullarda, antibiyotiklerin veya ilaglarin etkilerini bir veya iki
tireme zamaminda hiicre biiyimesine etkisini flow sitometride
6lgmek, DNA miktarini saptamakla miimkiin olmaktadir (Steen et
al., 1982).
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2.2.3.DNA baz kompozisyonu

Bakterilerin simflandirilmasinda bugiin  genetik inceleme
yontemleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Kromozomda bulunan
Guanin (G)+ Sitozin (C) miktarlarinin toplaminin, tim DNA
miktarlarina orani, her bakteri tiirii icin sabittir. Buna gore
G+C/DNA sayilar1 aym ya da birbirlerine ¢ok yakin olan
kokenlerin aynm1 tiirden sayilmasi temeline dayanmaktadir
(Shapiro., 1990). G-C oranlarinin degisimine bagli olarak farkl
bakteriler ayrilabilmektedir. Flow sitometride, A-T veya G-C’ye
degisik baglanma afiniteleri olan floresan boyalar kullanarak,
bakterilerin tammlamas:t mimkiindir. DNA boyalarindan
Hoechst boyas1 ve DAPI ultraviyole 1s1ginda mavi floresan verir
ve kuvvetli olarak A-T’ye 6zgidiir. Kromomisin A3, mitramsin
ve olivomsin mavi 1sikta yesil ve sar1 floresan verir ve kuvvetli
olarak G-C baz ¢iftine 6zgiidiir (Vandilla et al., 1983).

Hoechst 33258 ve Kromomisin A3 boyalar1 flow sitometride
bakterileri tanimlamasi ve kromozomlarin ayirimi igin kullanilir.
Esit biiyiikliik ve DNA igerigi aym olan kromozomlari, A-T ve
G-C’den zengin bolgelerin  degisik biyikliiklerine gore
tiplendirmek mumkiindiir. Bu kromozom bantlari mikroskopta
rahatlikla goriilebilmektedir. Van Dilla ve arkadaslar ¢ift lazerli
flow sitometri kullanarak 350 ve 457 nm’de, DNA baz ciftlerine
gore ornegin; Staphylococcus aureus (%31 G-C) , Escherichia
coli (%50 G-C) ve Pseudomonas aeruginosa (%67 G-C)’yi,
Hoechst 33258 ve Chromomycin A3 boyasim kullanarak
tiplendirmislerdir (Van Dilla et al., 1983).

2.2.4.RNA igerigi

Floresan boyalardan akridin oranj ve pyronin Y kullanarak,
memeli  hiicrelerde  RNA igerigine gore identifikasyon
yapilabilmektedir. Okaryot hiicre tamimlamasinda, degisik
biiyiime ve gelisme asamasinda flow sitometride RNA icerigi
Olgiilerek kullamlmaktadir. Fakat bakterilerde RNA igerigi,
bityiime sirasinda ayni bakteri olmasina ragmen degiseceginden,
bakteri identifikasyonuna tek bagsina kullanilmamakta, fakat
mikrobiyolojide diger parametrelerle birlikte kullaniimaktadir
(Wenisch et al., 1983).

2.2.5.Protein igerigi

Proteinigerigi, bakteri identifikasyonu i¢cin RNA igeriginden daha
onemlidir. Boyalardan fluorescein isothiocyanate (FITC)
proteinlere kovalent baglarla baglandigindan, asit boyalara gore
daha fazla tercih edilmektedir. Kovalent baglarla baglanmayan
diger boyalar kullanildigi zaman, arka planda floresan vermekte
ve yorum zorlagsmaktadir. FITC ayn: zamanda propidyum iyodid
ile birlikte kullanilarak, bakterinin DNA ve protein igerigini
birlikte degerlendirme olanagin saglar. Protein igerigi ve DNA
baz igerigini kullanarak, bakteri, mantar, protozoa ve alg ayirimi
literatiirde rapor edilmistir (Ormerod., 2000).

2.2.6.Hiicre antijenleri ve yogunluklar:

Spesifik monoklonal antikorlarin bulunusu ve bunlarin floresan
boyalarla baglanisi, klinik laboratuvarlarda ve arastirmalarda,
flow sitometri ile hiicre alt gruplarint tiplendirmek miimkiin
olmustur. Yuzey antijen yogunlugu bakimindan, bakteri ve
okaryot hiicre karsilastirildiginda; hiicre basina diisen antijen
yogunlugu bakteride 1000 civarinda iken, okaryot hiicrede
100.000 kopya civarindadir. Bu kadar c¢ok antijenin
tanimlanmasinda  flow  sitometri en uygun cihazdir.
Mikroorganizmalara spesifik monoklonal antikorlarin bulunusu
ve hazirlanabilmesi, mikrobiyolojik tanida flow sitometrinin
onemini  gostermis;  bakteri, mantar, viris ve parazit
infeksiyonlarin  tamimlanmasimin  kolay ve wucuz olmasim
saglamistir (Lloyd., 1993).

2.2.7.Metabolik aktivite ve mikrobiyal canldigin indikatérii
olarak membran potansiyelinin kullanzimas:

Okaryot hiicrelerde, sitoplazmik membranda bilindigi gibi 10-100
mV elektrik potansiyeli vardir. Ayni zamanda 6karyot hiicrenin
mitokondri membraninda da 100 mV elektrik potansiyeli vardir ve
metabolik aktivite i¢in aktif enerji metabolizmasina gerek duyulur.
Bakterilerde ise enerji metabolizmasi, sitoplazmanin ig
membraminda  lokalizedir ~ ve  mitokondriyal =~ membran
potansiyelinin karakteristik 6zelligini tagir. Bakteriler, yeterli enerji
kaynagi olan ortama aktarildiginda 1-2 dakika sonra membran
potansiyeli degisir. Bakterilerin bu 6zelliginden yararlanarak
membranmt  kimyasal veya fiziksel etkenlerle par¢alamak
miimkiindiir. Ornegin; bakteriyel penisilin veya 1s1 uygulanabilir.
Ayrica iyonoforlardan gramisidin ise hiicre membran iyon
gradientini  degistirerek, membran gecirgenligini  degistirir
(Jaroszeski and Heller., 1998). Membran potansiyelini (MP) direkt
olarak mikroelektrotlar kullanarak olgmek okaryotik hiicrede
oldukea zordur ve 6zellikle bakterlerde imkansizdir. Bunun yerine
MP’ni indirekt olarak floresan boyalarla flow sitometride 6l¢mek
son derece kolaydir. Ayn1 ortamada, mikroorganizma ve membran
potansiyeli olmayan benzer biiyiikliikte olan organik partikiillerin
ayrilmast 6nem tagir. Canli organizmalar, canli olmayan
partikiillerden  boyutlart ve membran potansiyelleri ile
ayirdedilebilirler.  Flow  sitometride  basit  bir  ornekte
mikroorganizmay: saptayabildigimiz gibi bakteri ve mantar
aymrimini, Gram pozitif ve negatif bakteri ayirimini 10 dakikalik
kisa bir siirede floresan syanin boyasiyla ayirt edebiliriz. Flow
sitometride, Gram boyasiyla karsilastirmak igin yapilan bazi
calismalarda floresan MP prob (100nM
hekzametilindodikarbosiyanin) ve gramisidin birlikte kullanilir.
Ayrica eger Gram negatif bakterilerle bir calisma yapilacak ise, bu
bakterilerin dis membranlar1 daha kalin lipid tabakasi igerdiginden,
boyalarin ve inhibitérlerin gecebilmesi i¢in ortama EDTA ilave
edilmesi gereklidir. Hazirlanan bu bakteri siispansiyonu biiyiiklik
skalasinda 2 dakikada sayilabilir ve 10* cfu/ml bakteriyi saymak
icin konsantrasyon islemine gerek duyulmaz. Gram pozitif ve
negatif bakteri aymrimi i¢in EDTA igeren ve icermeyen tipler
kullanilmalidir. EDTA igermeyen tiipte Gram pozitif bakteriler
boyanacak, Gram negatif bakteriler ise kalin lipid tabakasi
nedeniyle boyanmayacaktir (Allman et al., 1992). Ayrica, Gram
boyamas: ile esdeger olabilecek iki niikleik asit boyasi; SYTO-9
(yesil floresan) ve hekzidium iodid (kirmizi floresan) flow
sitometride kullanilarak; canli Gram pozitif bakterileri yesil, Gram
negatif bakterileri kirmizi boyayarak birbirlerinden ayirdetmek
mumkiindir. Fakat canli olmayan bakterilerde hiicre membran:
bozuldugundan, boyanma stabil olmayip degisken oldugundan;
bakterilerin tanimlanmas: igin kullanilmamaktadir. Normal kiiltiir
ortaminda bakteriler, kendileri i¢in gerekli olan besiyerlerinde
tiremeleri igin saatlerden giinlere kadar uzun bir siireye gereksinim
duyarlar. Membran potansiyeli caligmalarinda ise dakikalarla
oOlgiilebilen kisa bir zamanda flow sitometride bakteriler,
tiremelerine gerek olmadan saptanabilir.

Antibiyotiklerin etkilerini gostermek amaciyla yapilan flow
sitometri caligmalarinda, belli zamanda total bakteri sayis1 ve
membran potansiyelindeki degisikliklerle saptanabilir. Ayrica
ortamda tek bir mikroorganizma oldugu zaman da, antibiyotik
duyarlilik ¢alismalar: flow sitometride yapilabilmektedir (Lloyd.,
1993).



147

Cantiirk ve ark., Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 30(3):144-151

2.3.Mikrobiyolojide flow sitometrinin kullanim alanlari
2.3.1.direkt tan:

Bakteri:Bakterilerin saptanmasi ve tammlanmasi, belli bir
stirenin sonunda metabolik yan driinlerinin ortaya ¢ikmasindan
sonra  Yyapilabilmektedir. ~ Mikroorganizmamn  oncelikle
tiretilmesi, sonra ¢ogaltilmas: gereklidir. Birinci inkiibasyonun
sonunda mikroorganizmanin, bazi1 besiyerlerinde iiremesi,
bazilarinda iirememesi, koloni morfolojisi; bize mantar mi, yoksa
bakteriyel bir kéken mi oldugu hakkinda bilgi verir. Ureyen
mikroorganizmanin mikroskobik olarak boyanarak incelenmesi,
Gram pozitif veya negatif oldugu hakkinda bilgi vermektedir.
Kesin olarak bakterilerin tiplendirilmesi, yapilacak yan testlerle
mimkiin olmaktadir. Antibiyotik hassasiyetleri de, farkl
konsantrasyonlar igeren degisik antibiyotiklerle yapilarak tespit
edilmektedir (Clark and Pinder., 1998). Bakterileri bulunan
ornekte saptamak, flow sitometri yardimu ile kisa siirede miimkiin
olmaktadir. Bakterileri minimal bir inkiibasyon siiresi sonunda,
tam olarak tremesi baslamadan saptamak ve aym zamanda
canliligint tespit etmek mimkindir. Bakterinin canliligin
belirlemek igin, normal kiiltiir ortaminda ATP igerigini ve
solunum aktivitesini 6lgmek mimkin degildir. Ayrica cansiz
bakteriler ortamda oldugu halde iiremeyecek, sadece canh
bakteriler treyecektir. Flow sitometri ile bu parametreler hizli
olarak oletilir ve kantitatif olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle
toplam bakteri sayim flow sitometri ile daha dogru ve ¢abuk
olarak yapilmaktadir (Clark and Pinder.,, 1998). Klinik
mikrobiyolojide bakterilerin sayisint ve canliligini saptamak igin
yapilan ¢calismalar ilk kez steril viicut sivilarinda denenmis, 1985
yilinda Mansour ve arkadaslar: etidium bromid floresan boyasini
kullanarak kanda treyen 10/ml E.Coli’yi saptamislardir
(Mansour et al., 1985). Flow sitometri kullanarak, o6zellikle
iiremesi zor ve uzun zaman alan bakterilerle yapilan ¢alismalarda;
0zgiil floresan antikor kullanilarak, Haemophilus (Shrikumar et
al., 1992), Mycobacterium (Ozanne et al., 1996), Brucella
(Bownds et al., 1995), Branhamella catarrhalis (Bhushan et al.,
1997), Mycoplasma fermentans (Cheek et al.,

1997), Pseudomonas aeruginosa (Hughes et al., 1996),
Bacteroides fragilis (Lotton al., 1991) ve Legionella (Ingram et
al., 1982) gibi bakteriler 30 dakika gibi kisa siirede, bir mililitrede
100 hiicre gibi ¢ok az miktardaki bakteri ile yapilan
arastirmalarda saptanmistr.

Mantar: Flow sitometri ile mantarlardan o6zellikle mayalarla
ilgili gesitli galismalar yapilmistir. Chaffin ve arkadaslari 1998
yilinda, spesifik antikorlara baglanan Candida albicans’in yiizey
antijenlerini; flow sitometri yontemini kullanarak saptamiglardir
(Chaffin et al., 1998). Mayalarla yapilan diger bir arastirmada,
flow sitometri ile Candida albicans’in A ve B olmak tizere iki
onemli serotipi belirlenmistir. Mercure ve arkadaslar: tarafindan
yapilan bu epidemiyolojik ¢aligmada latron faktor 6 ve Candida
albicans antiserumu kullanilmis ve Candida albicans’in
tiplendirmesi kolayhikla yapilmigtir (Mercure et al., 1996). Son
yillarda yapilan arastirmalarda Candida albicans ve
Saccharomyces’in proteininde lokalize, yesil floresan veren
protein (GFP) bulunmustur. Cormack ve arkadaslari tarafindan
gosterilen bu proteinin, ileride flow sitometride mantar
elemanlarinin teshitinde 6nemli rol oynayacag: disiinilmektedir
(Cormack et al., 1997).

Parazit: Flow sitometri ile bakteri ve mantarlarda oldugu gibi
parazitlerle ilgili c¢esitli ¢ahismalar yapilmistir. Vesey ve
arkadaslari  Cryptosporidium  ookist duvarina  spesifik
monoklonal antikorlarini  flow sitometride kullanmis ve
mikroskopi ile karsilastirmislar, flow sitometri sonuglarinin

daha hassas oldugunu gostermislerdir (Vesey et al., 1997).
Williams ve arkadaglari ise Leishmania membran antijenlerini;
spesifik monoklonal antikor kullanarak, flow sitometri ile
saptamiglar ve Western blot yontemiyle karsilagtirmiglardir
(Williams et al., 1986). Dixon ve arkadaslari1 da Giarda lamblia
kistlerini; digkida 151k floresan mikroskopi ve flow sitometri
kullanarak arastirmiglar; floresan mikroskopi ve flow sitometri
birlikte kullanildigi zaman ¢ok az sayida Kistleri bile rahatlikla
saptayabildiklerini gostermislerdir (Dixon et al., 1997).
Viriis: Flow sitometri ile yiizey veya infekte hiicrelerde bulunan
viral antijenler rahathikla saptanabilmektedir. Aym zamanda
monoklonal antikorlar kullanarak kantitatif antijen tayini de
yapilabilmektedir. Flow sitometri ile viriisle infekte tek hiicrede;
birden ¢ok virts antijen parametresine bakilabilmektedir. Ayrica
viriisle infekte hiicrelerin kantitatif sayimi da yapilabilmektedir.
Hepatit ve herpes infeksiyonlarin tanisinda kullanilan antijenleri,
flow sitometri yontemiyle de saptamak miimkindir. Bu amagla
hepatit B infeksiyonlarinda arastirilan HbsAg, HbcAg, hepatit C
infeksiyonlarinda HCV sitoplazma Ag, HCV core Ag, herpes
infeksiyonlarinda HSV-1, HSV-2, HHV-8, ayrica HIV ile enfekte
hiicrelerde p24, pl7, gp4l antijeni flow sitometri ile yapilan
calismalarda gosterilmistir. Viris niikleik asitleri, rutin viroloji
laboratuvarlarinda kullanilan; PCR, rPCR, RT-PCR gibi
tekniklerle saptanabilmektedir. Bu teknikler ¢ok duyarl olup, viral
nikleik asitleri; DNA veya RNA’y1 virisle infekte hiicrede
gosterebilmektedir. Fakat bu yontemlerle; viral niikleik asitlerle
infekte  hiicre arasindaki  baglant1 ve infekte hiicre
popiilasyonundaki cogalma ile ilgili bilgiler elde edilememektedir.
Flow sitometri; in situ hibridizasyon yontemi ile birlikte bu
problemi ¢ozmektedir. Viriis salgilayan periferik kan hicrelerinde
HIV-1 RNA, in situ hibridizasyon yontemi ile birlikte flow
sitometride gosterilmistir. Ayrica CMV-DNA pp65 antijeni, T
lenfoblastik hiicrelerde in situ hibridizasyon yontemi ile birlikte
flow sitometride dort saat gibi kisa siirede saptanabilmis ve
periferik kanda bulunan mononiikleer hiicreler, aktif CMV
infeksiyonlu hastalarda kantitatif olarak sayilabilmistir. Ayrica
viriis infeksiyonlarinda, gesitli hiicrelerin yiizeylerindeki hiicresel
antijenlerin sahmmi, ne yonde etkiledigi ve bu olaylarin
patogeneze nasil yansichg flow sitometri yontemi ile miimkiin
olmaktadir (Pavic et al., 1997).
Bakterilerin antibiyotik hassasiyetinin él¢itlmesi

Bakterilerin  antibiyotik  hassasiyetleri ile ilgili;
bakterilerin canliligini, DNA igerigini, hiicre membranina etkisini,
antikor baglanisi, metabolik etkileri, protein iceriginden bir veya
birden fazla parametreyi birarada kullanan bir¢ok ¢alismalar
yapilmistir. Suller ve arkadaslar: metisiline direngli Staphylococcus
aureus’un hizli antibiyotik duyarlilik testini trimethine oxonol
(DIBAC4) kullanarak 2 ile 4 saat i¢inde saptamiglardir (Suller et
al., 1997). Antibiyotiklerle yapilan diger bir calismada Jepras ve
arkadaglari Escherichia coli’nin flow sitometride DIBAC4 boyasini
kullanarak, cesitli antibiyotiklerin duyarliliklarini saptamiglardir.

Bu c¢alismada azithromycinin E. coli iizerine etkisini
gostermislerdir (Jepras et al., 1997).
2.3.2.Serolojik tam

Mikroorganizmalarin ~ tamimlanmasi,  direkt  olarak

yapilabildigi gibi, serumda bulunan bakteri, mantar, parazit ve
viriis antikorlarim olgerek de yapilabilmektedir.
Bakteri:Helicobacter pylori antikorlarini saptamak amaciyla; Best
ve arkadaslar1 55 hastadan alinan serum orneklerini flow sitometri
yontemiyle c¢alismiglardir. Ayni aragtirmacilar, serumlart ELISA
yontemiyle de ¢aligmus, iki yontemin hassasiyetinin ayn: oldugunu
gostermiglerdir (Best et al., 1992).
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lanelli ve arkadaslari ineklerin siit ve serumunda Brucella
abortus ve Staphylococcus aureus’a ait antikorlar
aragtirmiglar; bu calisgmada flow sitometri yontemi ile iki
bakteriye kars1 olusmus antikorlari ayni anda saptamislardir
(Lanelli et al., 1998). Flow sitometri ile bakteri toksinlerini de
saptamak miimkiindiir. Tapp ve Stotzky, Bacillus thuringiensis
toksinlerini saptamak amaciyla flow sitometri yontemini
kullanmiglar ve ELISA’dan daha hizli ve daha sensitif
oldugunu gostermislerdir (Tapp and Stotzky., 1997). Lyme
hastaligi olan hastalardan alinan serumlarda, Callister ve
arkadaslar1 akridin oranj floresan boyasini kullanarak; Borrelia
burgdorferi bakterilerin canliligina flow sitometri ile bakarak,
hastaligin erken ve ge¢ donemde serolojik tanisin1 koymuslardir
(Callister et al., 1996).
Mantar: Mantar hastaliklarin tamsinda, hasta serumunda
antikorlara bakmak ve bunun igin flow sitometri kullanimu ilk
kez Libertin ve arkadaslari tarafindan 1984 yilinda tarif
edilmigtir (Libertin et al., 1984). Bergbrant ise flow sitometriyi
kullanarak, seboreik dermatitli hastalarin  serumlarinda
Pityrosporum ovale antikorlarini arastirmiglardir (Bergbrant.,
1991).
Parazit:Parazit infeksiyonlarin serolojik tamsinda da flow
sitometri  kullanilmis;  Martins-Filho  ve  arkadaslarn
Trypanosoma cruzi membranina spesifik antikorlara bu
yontemle bakmiglardir (Martins et al., 1995). Cozoon ve
arkadaglar1 da, Toxoplazma gondii IgM, 1gG ve IgA
antikorlarim kantitatif olarak flow sitometri ile clgmiislerdir
(Cozonetal., 1993).
Viriis:Viral antijenlere karsi olusan spesifik antikorlar, rutin
olarak ELIZA, kompleman fiksasyon, floresan antikor testi,
Western blot gibi yontemlerle bakilmakla birlikte flow
sitometri ile de saptanabilmektedir. Bu konuyla ilgili CMV,
HSV-1 ve HSV-2 HCV, HIV-1 gibi viris antikorlar: flow
sitometri ile kantitatif olarak olgilmustir. (McHugh et al.,
1997) (Sligh et al., 1989).
2.4. Flow sitometri ile antimikrobiyal etki ve antibiyotik
hassasiyet ¢alismalar:
Flow sitometri ile ilk kez antimikrobiyal etki galismalar
1980’li yillarda baslamis, 1990°Li yillarda giderek hiz
kazanmistir. Mikrobiyoloji rutin laboratuvarlarinda antibiyotik
hassasiyetleri, National Committee for Clinical Laboratory
Standarts (NCCLS) referans yontemlerden disk difiizyon,
mikrodiliisyon, makrodiliisyon veya agar diliisyon yontemleri
ile yapilmaktadir. Bu yontemlerle mikroorganizmalarin
antibiyotik duyarliliklari, 18-24 saat siiren inkiibasyonun
sonucunda saptanabilmektedir. Son zamanda gelistirilen
florojenik ve kolorimetrik teknolojilerle, 6zellikle bakterilerin
antibiyotik hassasiyetleri 4-6 saat gibi kisa siirede yapilmaya
baslanmigtir. Fakat mikobakteri gibi bazi geg iireyen bakteriler
ve mantarlarin antibiyotik hassasiyetleri, klasik yontemlerle geg
uremeleri nedeniyle uzun siirmektedir. Ayrica parazit ve

viruslarin antimikrobiyal hassasiyetleri yapilamamaktadir.
NCCLS tarafindan antiparaziter ve antiviral ilaglarin
hassasiyetlerini ~ olgebilen  referans  yontemler  heniiz

olusturulamamstir.

Bakterilerin antibiyotik hassasiyetinin 6lgiilmesi
Bakterilerin antibiyotik hassasiyetleri ile ilgili; bakterilerin
canliligini, DNA igerigini, hiicre membranina etkisini, antikor
baglanisi, metabolik etkileri, protein igeriginden bir veya birden
fazla parametreyi birarada kullanan bir¢cok ¢alismalar
yapilmistir.  Suller ve arkadaslari metisiline direngli
Staphylococcus aureus’un hizli antibiyotik duyarhilik testini
trimethine oxonol (DIBAC4) kullanarak 2 ile 4 saat iginde
saptamuslardir (Suller et al., 1997).

Antibiyotiklerle yapilan diger bir ¢alismada Jepras ve arkadaslari
Escherichia coli’nin flow sitometride DIBAC4 boyasini kullanarak,
cesitli antibiyotiklerin duyarliliklarin: saptamiglardir. Bu ¢alismada
azithromycinin E. Coli tizerine etkisini gostermislerdir (Jepras et
al., 1997). Ayrica Bownds ve arkadaslari M. tuberculosis dist
atipik mikobakterilerin antibiyotik hassasiyetlerine flow sitometri
yontemi ile bakmiglar; klasik yontemlerden daha hizli sonug elde
etmislerdir (Bownds et al.,

1996). Hicre ici bakterilerden Rickettsia’larin antibiyotik
hassasiyetleri klasik yontemle; mikroskopik olarak Giemsa boyasi
ile boyanmis hiicrelerde bulunan bakterileri sayma yontemine
dayanmaktadir. Bu yontem olduk¢a uzun ve pahalidir. Kelly ve
arkadaslar1 Rikettsia tsutsugamushi bakterilerini, hiicre kiiltir
ortaminda tiretip; antibiyotik hassasiyetleri flow sitometri ile daha
hizl1 ve kolay olarak saptamiglardir (Kelly et al., 1995). Hiicre igi

bakterilerden digeri Chlamydia trachomatis’in antibiyotik
hassasiyeti,  klasik  yontemle  mikroskopik  incelemeye
dayanmaktadir. Dessus-Babus ve arkadaslari  doksasiklin,

oflaksasin, eritromisinin Chlamydia trachomatis’e duyarliliklarini,
flow sitometride FITC ile konjuge edilmis monoklonal antikorlar
kullanarak saptamislardir (Dessus-Babus et al., 1998). Bakterilerin
antibiyotik  hassasiyet c¢alismalarinin  yaninda, bakterilerin
postantibiyotik  etkileri de flow sitometri  yontemiyle
calisabilmektedir. Klasik yontemle postantibiyotik etki bakteri
koloni sayimi ile yapilmaktadir. Suller ve arkadaslari metisilinin
Staphylococcus aureus’a postantibiyotik etkisini flow sitometride
calisarak gostermislerdir (Suller and Lloyd., 1998).

Mantarlarin antibiyotik hassasiyetinin gl¢iilmesi

Immiin sistemi baskilanms Kisilerde ve HIV’li hastalarda mantar
infeksiyonlarinin giderek artmasi, son yillarda mantarlarin
antibiyotik hassasiyetleri ile ilgili galismalarina hiz kazandirmistr.
Normal rutin  laboratuvarlarda  mantarlarin  antibiyotik
hassasiyetleri, NCCLS referans yontemlerden makrodiliisyon
yontemi ile 48-72 saat inkiibasyonun sonunda saptanabilmektedir.
Ayrica E-testi, mikrodiliisyon, Kkolorimetrik yontemler de
uygulanabilmektedir.

1990’11 illardan sonra flow sitometri ile ozellikle mayalarin
antibiyotik hassasiyetlerinin belirlenmesi ¢alismalar1 giderek
artmistir.  Mayalarin  antibiyotik ¢aligmalarinda; Peyron ve
arkadaslari NCCLS referans broth makrodiliisyon metodu ile
mayalarim in vitro Amphotericin B duyarliligint flow sitometri
yontemi ile karsilastirmiglardir.  Arastirmalarinda  membran
potansiyeline hassas katyonik boyalardan DIOC5 kullanmislar ve
sonuglarint NCCLS yontemiyle karsilastirdiklarinda iki yontemin
uyum gosterdigini saptamislardir. Bu ¢alisma flow sitometri
metodu olarak hizli antifungal duyarliliginin gosterilmesi agisindan
onemli bulunmustur (Peyron and Favel., 1997). Candida albicans
ile ilgili yapilan diger bir antifungal duyarlilik ¢alismasi; Wenisch
ve arkadaglari tarafindan yapilmis ve bu ¢alismada maya canliligin
gosteren yeni bir floresan prob FUN-1 kullanidmistir. Flow
sitometride 1 saatlik inkiibasyon sonucunda Amfoterisin B,
flusistosin,  flukonazol ~ ve  ketakonazol  duyarliliklarinm
saptamiglardir (Wenisch et al., 1997).

Parazitlerin antibiyotik hassasiyetinin él¢iilmesi

Zor iireyen bakteriler, mayalarda oldugu gibi rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda teknik zorluklar ve standardize metodlarin
gelistirilememesi nedeniyle parazitlerin antibiyotik hassasiyetleri,
genellikle arastirmalarin disinda yapilamamaktadir. Bu nedenle
bazi arastirmacilar, flow sitometri ile parazit infeksiyonlarinda
kullanilan kemoterapétiklerin hassasiyetleri ve rutin laboratuvara
uygulanst ile gesitli galismalar yapmiglardir.
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Azas ve arkadaslar1 pentamidin, allopurinol ve amfoterisin
B’nin Leishmania infantum tizerine olan etkisini DIOC-5
kullanarak membran potansiyelindeki degisiklikleri flow
sitometri yontemiyle 6lgmuslerdir (Azas et al., 1997).
Viriislerin antibiyotik hassasiyetinin glgiilmesi
Bilindigi gibi rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, antiviral
ilaglara karsi hassasiyet ¢alismalar, virislerin iireme zorlugu
nedeniyle yapilamamaktadir. Yapilan viriis antibiyotik
hassasiyet ¢alismalarinda, viral antijenler ve viral niikleik
asitlerin tayini gibi degisik parametreler kullanilmakta ayrica
viriislerin patogenezine olan etkisi de arastirilmaktadir. Viral
enfeksiyonlarla iligkili viral parametreler; flow sitometri
yontemiyle hizli sekilde olgiilebilmekte ve yeni ¢ikan antiviral
ilaglarin etki mekanizmalar: saptanabilmektedir.
Rosenthal ve arkadasglari HSV virisiiniin bir¢cok antiviral
antibiyotige etkilerini; hiicre i¢gi HSV DNA igerigindeki
degisiklikleri Pl floresan boyasi kullanarak flow sitometride
olgmiislerdir (Rosenthal et al., 1987). Pavic ve arkadaslari ise
HSV-1 viriisiin gpC salintmim 6lgerek asiklovir, gansiklovir ve
foskarnet’in hassasiyetlerini flow sitometride saptamislardir
(Pavic et al., 1997).
Kesson ve arkadaslari daha farkli yontem kullanarak, CMV
viriisiiniin  gansiklovire etkisini; erken ve ge¢ antijenlerin
spesifik monoklonal antikorlarini flow sitometride 6lgerek
saptamuslardir (Kesson et al., 1998). Pauwells ve arkadaslar da
HIV-1 ile infekte T4 lenfositlerine AZT, ddCyd etkisini
arastirmuglar; antibiyotiklerin viral antijenlerine etkisini flow
sitometride olgmislerdir (Pauwells et al., 1987). Polioviriis ile
infekte insan fibroblast hiicre kiiltiiriinde, morfolojik olarak;
biiyiikliik ve sitopatik etki 6l¢iilerek antiviral ilaglarm etkinligi
Olctilmiistiir. Ayrica antiviral ilaglarin etki mekanizmalarin
saptamak ve gelistirmek icin de flow sitometride degisik
calismalar yapilmistir.
2.5. Flow sitometrinin rutin mikrobiyoloji
laboratuvarinda kullanimi ve problemleri
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda amag; infeksiyon
hastaliklarina olabildigince ¢abuk ve dogru tan1 koymak ve
klinisyenle isbirligi yaparak hastaya yardimci olmaktir. Sonuca
varmak icin deneylerin olabildigince azaltilmasi ve
guvenilirligi etkilemeden siirenin kisaltilmasi amaglanmalidir.
Son wyillarda rutin  mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda
kullanilmaya baslanan yeni otomasyon cihazlari, kisa siirede ve
guvenli sonug vermek igin dizenlenmistir. Tek bir koloniden
hazirlanan siispansiyon, bu cihazlar yardimiyla otomasyon
olarak ¢ok kuyucuklu plaklara yayilmakta ve inkiibe
edilmektedir. Bakteri tredigi zaman bilgisayar araciligi ile
bakteri tanimlanmas: ve antibiyotik hassasiyeti, hicbir isleme
gerek duyulmadan direkt olarak rapor edilmektedir. Flow
sitometri mikrobiyoloji cihazlari arasinda sayilmakla birlikte
daha ¢ok kan hiicrelerinin sayim1 ve hiicre ayirim: yapabilen bir
cihaz olarak dizayn edilmigtir. Rutin laboratuvarda
mikrobiyolojide fazla kullamlmama nedeni ise, cihazda
otomasyon diizenlemenin mikrobiyoloji i¢in yapilmamis
olmasidir.
SONUC
Flow sitometrinin bu olumsuzluklara ragmen iistin oldugu
yonler de vardir ve su sekilde 6zetlenebilir. Cok az sayidaki
mikroorganizmay spesifik problar kullanarak flow sitometride
saptamak, yapilmasi ve tiretilmesi oldukga zor olan, zaman alan
viriis veya parazit kiiltiirleri yerine spesifik problar kullanarak
bu mikroorganizmalar: tanimlamak flow sitometride oldukga
ucuz ve kolaydir. Tedaviye hemen baslanmas: gereken bazi
durumlarda ozellikle mantar infeksiyonlarinda, mayalarin
antibiyotik duyarliliklarin

saptamada, yapilmasi zor olan ve zaman alan viriis veya parazit
antibiyotik duyarliliklarini  flow sitometride kisa siirede
sonuglandirmak ucuz, kolay ve hizlidir.
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