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Oz:

Akim sitometri (AS), 0.2-150 pm biiyikliigiindeki
partikallerin genellikle de hicrelerin tek tek, bir 1s1k
demetinin dniinden, bir s1v1 i¢inde gecerken, anlik ola-
rak olctimlerini yapan daha sonra da ¢oklu fiziksel
Ozelliklerini analiz eden bir teknolojidir. Akim sito-
metri, hiicre biyolojisini bircok agidan aragtirmak ve
istenilen hucreleri izole etmek i¢in kullanilir. Akim
sitometri ¢ok sayida tek hiicrenin birgok Kkarakteris-
tiklerini hizli bir sekilde 6lgtiigiinden hiicre tabanh
analizde altin standart olarak kabul edilmistir. Diger
tekniklerle karsilastirildiginda, Akim sitometri’nin
hizli veri eldesini ve cok parametreli analizi kolay-
lastirmas1 popularitesinin artmasina ve uygulama
alanlarinin genislemesine yol agmstir. Bu derlemede,
Akim sitometri’nin su Urunleri alanindaki mevcut du-
rumu ve uygulamalari hakkinda 6zet bir sekilde
bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akim Sitometri, Baliklarda
fagositik aktivite, Hiicre tabanli
analiz, Akuatik toksikoloji,

Plankton, Hemosit

Abstract:

Flow Cytometry and its Applications in Aqutic
Sciences

Flow cytometry (FCM) is a technology that simulta-
neously measures and then analyzes multiple physical
characteristics of 0.2-150 pum sized particles, usually
cells, as they flow one by one in a fluid stream
through a beam of light. Flow cytometry is used for
investigating many aspects of cell biology and for iso-
lating the cells desired. Since Flow cytometry
measures the multiple characteristics of large numbers
of individual cells rapidly, it has been accepted as the
gold Standard in cell based analysis. Since Flow cy-
tometry facilitates rapid data acquisition and eases
multiparameter analysis, leading to increased popu-
larity and widespread applications as compared to oth-
er analyzing techniques. In this review, the current sta-
tus and utilization of Flow cytometry in aquatic sci-
ences are briefly presented.

Keywords: Flow Cytometry, Phagositic activiy of
fish, Cell-based analysis, Aquatic
toxicology, Plankton, Haemocyte
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Giris

Akim sitometri (AS), siispansiyon halindeki hiic-
relerin veya partikiillerin belli bir hizda, siv1 bir
sistem igerisinde, bir 151k kaynaginin oniinden tek
tek gegerken farkli 6zelliklerine gore tanimlandi-
g1 bir sistemdir (Shapiro, 2003; Ozdemir ve Ar-
tac, 2013). Analiz igin hucrelerin veya partikdille-
rin iginden tek sira halinde gegtigi boru ¢apiyla
baglantili olarak 0.2-150 um biiytkliginde par-
tikiiller veya hiicreler uygundur. Kat1 dokulardan
alman hiicre 6rnekleri analiz edilecekleri zaman
stspanse hale getirilmelidir (BD Biosciences,
2000).

AS her bir hiicrenin bircok fiziksel ve kimyasal
karakteristiginin anlik olarak 6l¢iiliip daha sonra-
da analiz edilebildigi bir uygulamadir. Olgulebi-
len ozellikleri; hiicrelerin ya da partikillerin bi-
yuklukleri, granlllik durumu ya da hicre ici
kompleksligi ve florasan yogunlugudur (BD Bi-
osciences, 2000). Hiicrelerin sayim1 ve analizinde
mikroskobik yontemlere gore tek hiicre seviye-
sinde, daha hizli ve dogru sonuglar elde edilmesi,
karisik popiilasyonlar igerisinde her bir hiicrenin
ayr1 ayri Ozelliklerin tespitine ve analizine imkan
saglamasindan dolay1 geleneksel yontemlerin al-
ternatifi olmustur (Manti ve dig., 2015).

AS hiicrelerin sayiminda, incelenmesinde ve si-
niflandirilmasinda kullanilan gelismis bir tekno-
lojidir. AS’deki gelismeler monoklonal antikor
teknolojisindeki gelismelerle paralellik gosterir
(Shapiro, 2003). Ayrica arastimacilara ve klinis-
yenlere 3 6nemli 6zellik sunar. Birincisi AS po-
pulasyondaki her bir hiicreyi ayr1 ayr1 analiz eder.
Bu sekilde popiilasyonda ¢ok az miktarda bulu-
nan hiicrelerin incelenmesi miimkiin olur. ikinci
olarak olagantistii derecede hizlidir. Rutin 6rnek
analizlerinde 100.000 hiicre/sn. analiz edilip sayi-
labilir. Son olarak AS bir hiicrenin birgcok ozelli-
gini anlik olarak Olgme kapasitesine sahiptir.
Coklu parametrelerin bir araya getirilmesi aras-
tirmacilara bir hiicre diizeyinde daha oncekinden
hizl1 bir sekilde veri elde edilmesini saglar. Bu
kapasitelerinden dolay1 AS arastirmacilar ve kli-
nisyenler icin coklu uygulamalarda kullandiklar
giclu bir arag olmustur (BD Flow Cytometry,
2008).

Biyolojik partikiiller florokrom olarak adlandiri-
lan bir veya daha fazla florasan boya ile boyan-
diklarinda hiicrenin metabolik aktivitesi, DNA

icerigi, yilizey ve hiicre i¢i isaretleyicileri hakkin-
da ilave bilgiler saglanir (Flow cytometry, 2006).

Modern AS’nin baglangici Fulwyler’in Coulter
prensibini kullanarak hiicre buyikliklerine gore
vede hicrelere elektrik yuklemeleri yaparak hiic-
re smiflandiricis1 gelistirmesiyle olmustur. Daha
sonra ayni anda ¢ok parametreli 6lgtimler yapabi-
len AS’ler gelistirilmistir. 1970’li yillarin ortala-
rinda ticari olarak kullanilmaya baslanmistir
(Flow Cytometry, 2006). ilk olarak tip alaminda
hematolojik ¢aligmalarda, kan hiicrelerinin say1-
minda kullamilmistir. AS hematolojide birgok
farkli alanda kullanilmasinin yani sira pek ¢ok
klinik uygulama ve arastirma alaninda da kulla-
nilmaktadir. Ozellikle molekuler yontemlerle
kombine edilerek organ nakil Gniteleri ve aras-
tirma laboratuvarlar1 ile mikrobiyoloji, patoloji,
histoloji, biyokimya gibi klinik laboratuvarlarda
da kullanilan 6nemli bir arastirma ydntemi ol-
mustur (BD Flow Cytometry, 2008).

AS’nin essiz giicii; her bir hiicreyi anlik olarak
bir ¢ok parametreyle hizli ve kantitatif olarak &l-
¢iim yapabilmesi ve daha sonra istenen hiicrelerin
izole edilebilmesidir (Melamed, 2001). Tlaveten,
nadir populasyonlarda ve stem hicreler, dentritik
hiicreler, antijen spesifik T hiicreler ve genetik
transfektanlar gibi hiicreleri tespit etmede duyar-
lidir (Flow Cytometry, 2006).

AS bagisiklik sistemi hiicrelerinin metabolik ak-
tivitesini izlemek icin hem memelilerde hemde
baliklarda 6nemli bir potansiyel sunmustur (Sto-
sik ve dig., 2002). Molekiiler etkilesimler, protein
yapist ve DNA dizilimleri hakkinda bilgi sagla-
nabilmektedir. Saflik oranm1 %99’dan daha fazla-
dir. Bu siniflandirtlmis partikiiller daha sonraki
caligmalar i¢in kullanilabilir.

AS c¢esitli bilim dallarindaki insanlarin kullanabi-
lecegi karmagik bir yapidir. Immunologlar, eko-
loglar, arastirmaci veya klinik laboratuvarda cali-
sanlar, bir¢ok farkli uygulama igin kullanabilir.
Bugiin su firiinlerinde, bagisiklik ¢aligmalarinda,
antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda, ilag, immu-
nostimulant ve as1 etkinligini 6lgmede rutin ola-
rak kullanilan bir yontem olmustur (Yentsch ve
dig., 1983; Wang ve dig., 2010). Sonu¢ olarak
AS uygulamalar1 her gegen giin boya kimyasinda,
elektronik ve bilgisayar teknolojisindeki ilerle-
melere ve farkli analizler icin monoklonal antikor
uretimine bagl olarak stirekli gelisme gostermek-
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tedir. Hiicre tabanli analiz yapan higbir teknoloji
bu kadar hizli bir sekilde gelismemistir. AS en-
diistrisini gelistirme ¢abalar1 arasinda otomasyon
ve laboratuvar entegrasyonu yapilarak daha genis
alanlarda kullanimi da hedeflenmektedir (Mela-
med, 2001).

Bu derlemede AS’nin genel kullanimi ve galigma
prensibi kisaca Ozetlendikten sonra su Uriinlerin-
deki AS’nin kullanim alanlarindan, triploid ¢a-
lismalari, planktonik organizmalarin tanimlanma-
s1 ve popiilasyon yapilarinin tespit edilmesi, ba-
liklarda ve diger akuatik organizmalarda bagigik-
lik sisteminin ¢esitli etkenlere verdigi yanitin in-
celenmesi, akuatik mikroorganizmalarin tespiti
ve sayilmasi gibi bir ¢ok farkli alanlarda yapilan
calismalar hakkinda bilgi verilip, diinyada siirekli
artan kullaniminin iilkemizde de basta su {iriinleri
sektorii olmak tlizere yaygimlastirilmasina katki
saglanmas1 amaglanmistir.

AS’nin Calisma Prensibi

Stispansiyon halinde hazirlanan ve floresan ile
boyanan hiicreler tek sira halinde akis kanalindan
gecerken lazer 15181 ile karsilasirlar (Melamed,
2001). Her bir hiicre yada partikiil lazer 1g1ginin
oniinden gegerken 1s1k sagar ve florasan 1gikta sa-
labilir. Uzerinde florasan molekili bulunan par-
tikiiller bu florasan 15181 yayar. Sacilmis 151k ve
florasan 151k uygun bir sekilde yerlestirilmis lens-

¢ = Optik
Sistem

¢ Dedektirler
ve Filtreler

Isik
Raynagi

Bilgisayar

ler tarafindan toplanir. Isik demeti dagiticist ve
filtrelerin kombinasyonu ile sagilmis 151k ve flo-
rasan 1g1k uygun detektorlere yonlendirilir. De-
dektorler tarafindan alian bu sinyaller daha son-
ra elektronik sistemler tarafindan yorumlanabile-
cek dijital sistemlere doniistiiriiliir. Her partikil
veya hiicre i¢in bir veri toplanir. Bu sinyaller bil-
gisayar ortamina aktarilarak hiicrelerin biiyiikli-
gii, graniilaritesi, igyapist ve floresan yogunlugu
hakkinda bilgi verir. Bu veriler 6rnek igindeki alt
popiilasyonlar hakkinda bilgi elde etmek i¢in de
analiz edilebilir (Yentsch ve dig., 1983; Demers
ve dig., 1989). Sekil 1’de AS’nin temel galigma
prensibi gosterilmistir. Bazi AS’lere kullanici is-
teklerine bagl olarak hem tanimlama hemde si-
niflama yapacak ekipmanlar eklenebilmektedir.

Hiicre Karakteristiklerinin Olguilmesi

Bir hiicre lazer 151k demetinin éniinden gecerken
151k Sekil 2’de goriildiigi gibi farkli yonlere sagi-
lir. fleri sagilma hiicrenin biiyiikliigii, 90 derece-
lik yan sagilma da hiicre i¢i kompleksligi hakkin-
da bilgi verir. Bu bilgiler her bir noktanin bir
hlcreyi temsil ettigi noktasal grafikte gosterilir
(Sekil 3).

Bugiin AS ile aym1 anda hiicrelerin birden fazla
popiilasyonlar1 lizerine arastirmacilar calisabilir
ve hiicre kompleksligi ve biyiikligii hakkinda
bilgi elde edebilir (Tung ve dig., 2007).
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Sekil 1. AS’nin temel ¢aligma prensibi ve genel géruniimu (Shapiro, 2003).

Figurel. Basic working principle of FCM and genreal overview (Shapiro, 2003).
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AS Cihazinin Temel Bilesenleri

Bir AS 3 temel par¢adan olusur: akis sistemi, op-
tik sistem ve elektronik sistem. Akis sisteminin
amaci partikiilleri bir siv1 igerisinde lazerle tek
sira halinde temas edecegi sekilde tagimaktir. Ca-
lisilacak 6rnege gore, akis hizi partikiillerin igin-
den gectigi boru ¢apina ve gesitli parametrelere
gore ayarlanabilir (Sekil 4). Daha yiiksek hizli
akis, immiin fenotipleme gibi kalitatif ¢alisma-
larda kullanilirken, daha diisiik hizli akis daha
cok DNA analizi gibi uygulamalar igin énemlidir
(Shapiro, 2003; Ormerod, 2008; Seoane ve dig.,
2014).

Optik sistem uyar1 optikleri ve toplama optikle-
rinden olusur. Uyari optikleri lazer 1g1g1mm1 sekil-
lendirmekte ve odaklamada kullanilan lazerler-
den ve lenslerden olusur. Toplama optikleri par-
tikiillerin lazerle temasindan sonra sagilan 1siklar
toplamak i¢in kullanilan toplama lenslerinden ve
belirli dalga boylarinda toplanmis 15181, uygun
optik detektorlere yonlendiren filtrelerden olusur.
Calisilacak parametre sayisina bagli olarak, lazer,
optik filtre ve dedektor sayilari arttirtlabilir (Sha-
piro, 2003; Ormerod, 2008; Seoane ve dig.,
2014).

Elektronik sistem tespit edilen 1s1k sinyallerini,
bilgisayarda islenebilecek elektronik sinyallere
cevirir. Veriler bilgisayar sisteminde toplanir ve

Lazer
isini

yazilim programlari ile analizi yapilir. Optik sin-
yallerin veri aktarimini saglamak {izere dijital
sinyallere, voltaj degerlere, ¢evrimi saglanir. Vol-
taj degerinin yiiksekligi, genisligi ve alan1 hesap-
lanir. Bilgi aktarimi gorevi goriir. Bazi hiicre si-
niflama 6zelligi ile donatilmigs AS’ lerde elektro-
nik sistem bu siniflandirma da kullanilir (Demers
ve dig., 1989; Ormerod, 2008; Seoane ve dig.,
2014).

Verilerin Degerlendirilmesi ve Saflastirma

Hucreler analiz edilirken bilgisayar sisteminde
toplanan veriler farkli grafikler kullanilarak ifade
edilir. Nokta alan (dot-blot) ve histogram en ¢ok
kullanilan grafiklerdir. Nokta alan grafiginde her
bir nokta tek bir hiicreyi gdstermektedir. Histog-
ram ise tek bir parametrenin floresan yogunlugu-
nu ifade etmektedir (Rahman, 2006).

AS ile hiicre popiilasyonlart hem analiz edilebilir
hem siiflandirilabilir. Bu tek tip hiicreyle ¢alis-
mak isteyen aragtirmacilar i¢in ¢ok Snemli bir
ozelliktir. Hiicreleri ayirmak icin baska yontem-
ler olmasina karsin, AS ile yapilan ayirma isle-
minde daha saf ve fazla miktarda hiicre elde edi-
lebilmektedir. Istenen hiicreler tiiplere, plakalara
ve lamlara ayrilabilmekte ve hicre kiltirt gibi
caligmalarda kullanilmaktadir (Demers ve dig.,
1992).

Side Scatter Sinyali
Hicre kompleksligini verir

Forward scatter
Hilcre bilyukl "L':lgun“ il

wverir

-

Sekil 2. Lazer 1sinmin 6niinden gegerken partikiillerden sagilan 1siklar (Seoane ve dig.,2014).

Figure 2. Light scattering from the particles passing by the laser (Seoane ve dig.,2014)
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Sekil 3. Farkli kan hucrelerinin gosterildigi noktasal grafik (BD Flow Cytometry, 2008).
Figure 3. Dot plot showing various blood cell types (BD Flow Cytometry, 2008).
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Sekil 4. Boru ¢aplarina gore hidrodinamik odaklanmanin diizelenmesi (BD Biosciences, 2000).

Figure 4. Hydrodynamic focusing of the sample core through a flow cell (BD Biosciences, 2000).
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Bazi sistemlerde ayni anda 4 smiflandirma yapi-
labilir. Saflastirma ya mekanik yolla ya da elekt-
rostatik yolla yapilir. Elektrostatik yolla 100.000
hlicre/sn.’ye ulasilabilirken, mekanik yolla en ¢ok
300 hucre/sn.’ye ulasilabilmektedir (BD Flow
Cytometry, 2008).

Su Uriinlerinde AS Uygulamalar1

AS’nin su lriinlerinde ¢ok yaygim bir kullanim
alan1 bulunmaktadir. Bu kullanim alanlarindan
bazilari, gesitli gruplar halinde 6zetlenmistir.

Triploid Calismalarinda

AS su tiriinleri alaninda ilk olarak 1980’li yillarda
hem baliklarda hem diger su iiriinlerinde triploidy
caligsmalarinda kullanilmaya baslanmistir (Thor-
gaard, 1982; Yentsch, 1983; Allen, 1983; Le-
commandeur ve dig., 1994). Thorgaard 1982 yi-
linda kendiliginden gézlenen ve uyarilarak olus-
turulan triploid gokkusagi alabaliklarinda (On-
corhynchus mykiss) kirmizi kan hiicresinin DNA
igeriginin AS ile analiz ederek tanimlanabilece-
gini belirtmistir. Sazan ve salmonlarda poliploid
durumun olup olmadigini, baliklarda kan hiicrele-
ri ve granulosit 6rnekleri, istiridyelerde ise hemo-
lenfler AS ile inceleyerek basarili bir sekilde tes-
pit etmislerdir (Allen, 1983). Chaiton ve Allen
1985’te Pasifik istiridyelerinde kromozom sayila-
rina bagh olarak larval asamada ploidy AS ile
giivenilir bir sekilde kisa siirede tespit etmisler-
dir. Lecommandeur ve dig. (1994) larval asama-
da gokkusagi alabaliginda ploidynin saptanma-
sinda hizli ve basit bir metot olarak AS’yi kul-
lanmistir. Bunun i¢in gokkusagi alabaligr yumur-
talar1 dogrudan bir buffer icine almarak niikleik
asitin serbest kalmasi saglanmis ve DNA florok-
rom boya ile boyanarak AS ile analiz edilmistir.
Baylelikle AS ile birkag dakika iginde diploid ve
triploid ayrimi histogramlarla yiiksek kalitede
saptanabilmistir. Su iriinlerinde biyoteknolojide
sperm ve embriyo dondurma galismalarinda da
AS kullanilmistir (Lezcano ve dig., 2004). Lez-
cano ve dig. (2004) penaeid karides (Litopenaeus
vannamei) sperm veya embriyolarin dondurula-
rak saklanmasi ¢aligmalarinda farkli soliisyonlar
kullanarak dondurulan hucrelerin ¢6zuldikten
sonra canliligiin belirlenmesinde optik mikros-
kobun yani sira AS’yi kullanmustir. Bunun igin
propidiumiodine kullanarak hiicrelerin DNA’ la-

rin1 igaretlemis ve AS ile canli hiicreleri ayirt
ederek spermin Kalitesini belirlemislerdir. Ozel-
likle hizli bir yontem olmasi agisindan dondu-
rulma islemi sirasinda kullanilan kimyasal solus-
yonlarin hiicrede yaptig1 etkilerin arastirilmasin-
da, osmotik sok sonucu hiicrede olusabilecek
olan siskinlik ya da biiziisme gibi morfolojik bo-
zukluklarmn tespiti yani sira ¢Oziinme isleminde
canlt ve 6li hiicrelerin ayirt edilmesinde de AS
kullanilmaktadir (Lezcano ve dig., 2004).

Planktonik Calismalarda

Deniz ekosistemi biyik 6lctide plankton ve onu
kusatan ¢evrenin etkilesimine bagimlidir. Plank-
ton deniz biyomasmin % iinii olusturur. AS’nin
planktonik organizmalarda kullanilmasiyla mik-
robiyal planktonun dogal popiilasyonlarinin eko-
lojik ve fizyolojik ¢aligmalarinda, ekosistemin
yapist ve dinamigi hakkinda 6nemli gelismeler
saglanmistir (Yentsch ve dig., 1983; Demers ve
dig., 1989). Fitoplankton deniz besin zincirinin
temelidir. Atmosferdeki karbon ddénglsiinde
anahtar bilesendir ve sera etkisinin diizenlenme-
sinde anahtar rol oynar. Fitoplankton tarafindan
uretilen dimethylsulfoniopropionate (DMSP) bu-
lut olusumunda 6nemli rol oynar. Fitoplanktonun
gerek sayilarinda, gerek boyutlarinda, gerekse de
tlr kompozisyonunda herhangi bir nedenle mey-
dana gelebilecek degisimler tiim deniz canlilarini
ve ayni zamanda etkilesim iginde bulundugu bi-
yosferi de etkileyecektir (Develi, 2009). Bu yiiz-
den akuatik ortamda son derece bol miktarda bu-
lunan, taksonomik olarak ¢ok ¢esitli, dinamik bir
yapilart olan planktonik organizmalarin takibi
son derece dnemlidir (Seoane ve dig., 2014). Ge-
nig bir yelpazeye sahip fitoplanktonun deniz or-
tamiyla etkilesimini daha iyi anlamak; kiiresel
1sinma, iklim degisikligi ve kirlilik lizerine daha
derin bilgilere sahip olmamiza ve deniz ekosis-
temi Gzerine blyuk Olcekte etkilerini tahmin et-
memize olanak saglar. Bugiine kadar bu konuda-
ki arastirmalar i¢in klasik ve teknolojik birgok
yontemler kullanilmistir (Mohammed, 2015).

AS 30 yil1 askin bir siire pikoplankton seviyesin-
den mikroplankton seviyesine kadar bir¢ok farkl
alanda tek hiicre seviyesinde bu arastirmalarda en
¢ok kullanilan yéntemlerden biri olmustur (Veld-
huis ve Kraay, 2000; Bonato ve dig., 2015; Bona-
to ve dig., 2015). Bu organizmalarin tanimlanma-
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sinda, biyomas ve yogunluklarinin saptanmasinda
hizli, kolay ve guvenilir olcimler yapabilen
AS’den faydalanma yoluna gidilmistir. Veldhuis
ve Kraay (2000) AS’nin her bir alg hicresinin
fizyolojik durumu hakkinda detayl bilgi verdigi-
ni ve yeni boyama yodntemleriyle bu hicrelerin
arasinda 6lii ve canlilik ayiriminin yapilabildigini
belirtmistir.

Demers ve dig. (1989) fitoplanktonun cevresel ve
fizyolojik durumunu akim sitometriyle incelemis-
ler ve ortamdaki besin durumunun fitoplanktonik
organizmalarin biiyiikliikleri tizerine etki ettikle-
rini 6ne sirmusler. Marie ve dig. (1997), dogal
orneklerdeki hiicresel DNA’y1 boyayarak hem
hicrelerin sayimimi hem de hiicre dongiilerinin
AS ile analizini yaparak okyanus ortamindaki pi-
koplankton dinamigini ve yapisim1 anlamada
AS’nin ¢ok faydali olabilecegini belirtmistir.

Vives-Rego ve dig. 2000 yilinda yaptiklar1 bir
calismada AS’nin akuatik ve ¢evresel mikrobiyo-
lojide kullanmilan ¢ok degerli bir ara¢ oldugunu
belirtmislerdir. AS’nin hiicre biiyiikliginii ve
dagilimini bunlara ek olarak heterojen bir popu-
lasyondaki tek bir hicrenin fizyolojik ve biyo-
kimyasal karakteristikleri gibi bircok 6zelliklerini
hizl1 ve direk olarak tespit etmede kullanilan bir
yontem oldugunu 6ne siirmiislerdir (Vives-Rego
ve dig. 2000).

Planktonik ekosistemdeki canli biomasin énemli
bir kismini olusturan, son derece kiiglik yapila-
rindan ve cesitliliginden dolay1 calisilmas1 zor
olan nanoplanktonik organizmalar Rose ve dig.
(2004) tarafindan AS ile incelenmis ve bu orga-
nizmalarin akuatik sistemdeki trofik dinamigin ve
enerji akigiin anlagilmasina katki sagladigini be-
lirtmiglerdir. Duhamel ve dig. (2008) yaptiklart
calismada fitoplankton populasyonlarinda hiicre
seviyesinde fosfataz aktivitesininin tespiti ile ilgi-
li AS kullanmistir. Lucasa ve dig. (2010) tropikal
karides havuzlarinda yaptiklar1 yem girisindeki
artisa eszamanli olarak stok karides biomasini in-
celedigi calismada AS ile havuzlarda 110 glnluk
periyotta fitoplankton ve bakteriyoplankton stok
ve dinamiklerini izlemislerdir. Calisma sonucun-
da AS’nin su drunleri sistemlerinde fitoplankton
ve bakteri dinamigi komplekslerini anlamamizi
gelistirmede ve hastalik gelisimi tizerine potansi-
yel etkilerini izlemede faydali oldugunu 6ne Sur-
miglerdir.

Hematolojik ve Immiinolojik Calismalarda

AS tek hiicre seviyesinde ¢oklu 6lgiimlerin kolay
ve hizli bir sekilde uygulanabilmesine olanak
saglamasindan dolay1 balik hematolojisi, patolo-
jisi ve immiinolojisi alanlarinda ki aragtirmalar
i¢in de biiyiik potansiyeller tasir. immunologlar
rutin olarak AS’yi 16kosit alt popiilasyonlarini
fenotipik olarak karakterize etmek i¢in kullanirlar
(Chilmonczyk ve Monde, 1998). Immun sistem
hicrelerin metabolik aktivitelerini izlemek icin
potansiyel bir firsat sunar. Cesitli omurgali tiir-
lerdeki 16kosit kompozisyonun 6lciilmesinde ru-
tin olarak kullanilir. Bu da immun sistemin mev-
cut durumu hakkinda énemli bir bilgi saglar (Sto-
sik ve dig., 2002).

Valet (1984) kan hiicrelerin saymmi ve farkli alt
gruplara ayrilmasina yonelik AS kullanarak yeni
bir yontem kullanmustir. Ellsaesser ve dig. (1985)
kanal kedi baligindaki (Ictalurus punctatus) I6ko-
sitleri mikroskop ve AS yontemi kullanarak ta-
nimlanmuslar ve ayirmiglar, stresli ve enfekte ba-
liklarda 6nemli hematolojik degisiklikler oldugu-
nu belirtmislerdir. Donald ve dig. (1987), kanal
kedi baliklarinin 6n bobrek, dalak ve kandan elde
ettikleri hicrelerinde bulunan spesifik olmayan
sitotoksik hticreleri AS yéntemini kullanarak ana-
liz etmislerdir. Thuvander ve dig. (1987), gokku-
sag1 alabaliginin periferal 16kositleri arasinda fa-
gositik hucrelerin oranini in vitro olarak tespit
etmek icin AS ve elektron mikroskobu yontemini
kullanmiglardir. Morgan ve dig. (1993) bazi sal-
monid baliklarda farkli kan hiicre tiplerinin oran-
larin1 6lgmek i¢in AS yontemini kullanmiglar ve
bu yontemin balik kanindaki hiicre popiilasyon
dinamigini izlemek i¢in hizli ve giivenilir bir
yontem oldugunu belirtmislerdir.

Rombout ve dig. (1993) sazanlarda AS yodntemi
kullanarak, baliklarda mukozal bagisikligi anla-
mak i¢in mukus ve serum Ig arasindaki farklart
arastirmiglardir. Baliklarda mukozal bagisiklik
patojenik olarak yogun ortamlarda yasayan balik-
larda cok o6nemli olabilmektedir. Kemenade ve
dig. (1994) sazanlarda (Cyprinus carpio) makro-
faj ve notrofillerin fagositik aktiviteleri in vitro
olarak AS kullanarak analiz etmislerdir. Rombout
ve dig. 1996 yilinda yaptiklar1 bir diger ¢alisma-
da ise spesifik monoklonal antikor kullanarak sa-
zanlarda trombositleri karakterize etmislerdir.
Koumans-van Diepen ve dig. (1994) sazanlarda
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B hicreleri ve plazma hicrelerinin bobrek, dalak,
timiis ve kandaki ontojenik gelisimlerini AS yon-
temiyle tespit etmisler ve sonuglarin sazanlarda
humoral bagisiklik sisteminin anlagilmasina katki
sagladigin belirtmislerdir.

AS cesitli balik tiirlerinde hiicresel immun fonk-
siyonlarin1 ve balik 16kosit alt popiilasyonlarini
analiz etmek i¢in hizli ve tekrarlanabilir bir yon-
tem olarak kullanilmaktadir. Chilmonczyk ve
Monge (1998) gokkusagi alabaliginda spesifik
olmayan hiicresel bagisiklik sistemiyle ilgili ¢a-
lismada bu yontemi kullanmis ve patojen ve balik
arasindaki iliskiye yonelik faydali bilgiler elde
ettigini belirtmistir. {laveten bu savunma meka-
nizmalarimi 6lgmek igin (fagositik aktivite, oksi-
datif burst ve dogal sitotoksik test) patolojik sart-
lar altinda hiicresel cevaplarin diizenlenmesini
analiz etmislerdir. Farkli birgok balik tiirii bu-
lunmasi verilerin yorumlanmasini zorlagtirmasina
ragmen, AS’nin baliklarda immiinolojik ¢aligma-
lar ve balik patolojisinin Klinik boyutuyla ilgili
calismalarda faydali bir teknik oldugunu belirt-
miglerdir (Chilmonczyk ve Monge, 1998).

Cuesta ve dig. (1999) ¢ipuralarda (Sparus aurata)
kanser hiicrelerine kargi 6n bobrek 16kositlerde
spesifik olmayan sitotoksik aktivitesini 6lgmek
icin kolay ve hassas iki renkli AS ve mikroskobik
yontemleri kullanmiglardir. Bu yontemin balik-
larda spesifik olmayan sitotoksik hiicrelerin akti-
vitelerini 6lgmede etkin bir yontem oldugunu be-
lirtmiglerdir. Pettersen ve dig. (2000) AS ile, im-
munofloresans ve immunoenzim histokimya yon-
temlerini kullanarak Atlantik salmon (Salmo sa-
lar) baliklarinda kanda, dalakta ve 6n bobrekteki
spesifik monoklonal antikor geligimini arastir-
muglardir. Barreda ve dig. (2000) AS kullanarak
gold fish baliklarinda makrofaj gelisim asamala-
rinin nasil oldugunu gostererek, makrofaj biyolo-
jisinin ve baliklarin enfeksiyoz etkenlere karsi
immun cevab olusturma mekanizmasinin anla-
silmasina 6nemli katki saglamislardir.

Esteban ve dig. (2000), levrek baliklarinda (Di-
centrarchus labrax) kan hiicrelerinin alt populas-
yonlarini AS kullanarak ilk kez izole etmisler da-
ha sonra mikroskobik olarak karakterize etmis-
lerdir. Elektron mikroskobuyla AS’nin birlikte
kullanimiyla levreklerde periferal kandaki farkli
hicre tiplerinin yuksek kesinlikte karakterize edi-
lebildigini belirtmislerdir.

Stosik ve dig. (2002) sazanlarda cesitli ontogenik
evrelerde nétrofillerin solunum patlamas: analizi
AS ile yapmslar ve elde edilen verilerin daha 6n-
ce yapilan calismalarla paralellik gosterdigini be-
lirtmislerdir. Inoue ve dig. (2002) sazanlarda AS
yontemi ile kan hiicrelerini hizli ve basit bir ge-
kilde analiz ederek kan hiicre populasyonlarini
tanimlamig ve 5 farkli gruba ayrildigini belirtmis-
lerdir. Ayrica her bir kan hiicresini saymada AS
yoéntemini kullanmiglardir.

Milston ve dig. (2003), cevresel faktorlerin Chi-
nook salmonlarin (Oncorhynchus tshawytscha)
humoral bagisiklik sistemi iizerine etkilerini in
vitro kosullarda AS ile aragtirmiglardir. Bu yon-
temin balik immiinoloji ¢aligmalarinda faydali bir
yontem oldugunu belirtmislerdir. Kollner ve dig.
(2004) AS ve immuno-elektron mikroskop kulla-
narak gokkusagi alabaliklarinda trombositlerin
fonksiyonlarin1 ve immun cevaptaki potansiyel
rollerini arastirmiglardir. Korytar ve dig. (2013)
cok renkli AS kullanarak gokkusagi alabalikla-
rinda I6kosit alt gruplarini tanimlamistir. Bu ¢a-
lismadan elde edilen bulgularla hem patolojik
hem fizyolojik cevap sirasinda immun sistem
hiicre komponentlerinin dogru bir sekilde olgiil-
mesinin miimkiin oldugunu ve bu durumunda
immun sistemi daha iyi anlamamizi ve gelecek-
teki as1 gelistirme c¢aligmalar1 i¢in milkemmel bir
potansiyel sagladigini 6ne siirmiislerdir. Bu yon-
temin hizl, basit ve dogru sonuglar veren bir
yontem oldugunu belirtmiglerdir. Bu g¢alismayla
ayrica lenfoid organlar arasinda hiicre trafiginin
nasil olduguna yonelik detayli bilgi sahibi olun-
dugu vurgulanmigtir. AS’de kullanilan kapilama
(gating) yontemiyle hiicreler gruplara ayrilarak
90 dk i¢inde ¢ok yiiksek adette hiicre kinetiginin
hizl1 ve dogru bir sekilde Ol¢iilmesi saglanmustir.
Calismanin ilk agsamasinda 16kositler eritrositler-
den ayrilmigtir. Sonraki asamada hiicre debrisleri
¢ikarilmistir. En son asamada da 6 adet monok-
lonal antikor ve ¢esitli florokromlar kullanilarak
l16kosit alt gruplari kapilama sistemiyle gruplara
ayrilarak tanimlanmistir (Korytar ve dig., 2013).

Ito ve dig. (2014) 3 balina kdpek baliginda kan
parametrelerinin 6lciminde AS yodntemini kul-
lanmiglar ve bu yontemin basit, hizli, pratik ve
glvenilir bir hematolojik yontem oldugunu 6ne
stirmiiglerdir. Ayrica bu yontemin diger kikirdak-
l1 baliklarin hematolojik analizinde de kullanila-
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bilecegini 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte len-
fosit, trombosit ve 3 farkli graniilosidin etkili bir
sekilde ayrilmasina ihtiya¢ duyuldugunu belirt-
mislerdir.

Alcox ve Ford (1998) deniz bivalvierinde hema-
tositlerin say1 ve oOzelliklerindeki ¢esitliligi ve
cevresel kosullar altindaki iligkilerini rapor ettigi
calismada AS ile istiridye hemosit popiilasyonu-
nu kucik granaller iceren, graniller iceren ve
graniil icermeyen olmak tizere 3 farkli tip hlicre
yapisinda oldugunu belirtmislerdir. Hegaret ve
dig. (2003) ani sicaklik degisimi gibi g¢evresel
strese maruz kalmis istiridyelerdeki (Crassostrea
virginica) bagisik yamiti AS kullanarak arastir-
miglardir. Bu c¢aligsmada istiridye hemositleri ka-
rakterize edilmis, sayilmig, canlilik durumlart ve
fagositik aktiviteleri tespit edilmistir (Hegaret ve
dig., 2003). Goedken ve De Guise (2004) yaptik-
lar1 calismada AS’nin bivalve immiin sistemini
ve istiridyelerde hastalik patogenezisini anlamada
¢ok faydali bir ara¢ oldugunu belirtmiglerdir.

Bihari ve dig. (2003) Adriyatik denizinde farkli
17 noktadan toplanan midyelerde (Mytilus gal-
loprovincialis) kaslarindaki hemositlerde DNA
hiicre dongiilerindeki farkliliklar1 tespit etmek
icin AS kullanmig ve kas hemosit DNA sinda
hiicre dongiisii karakteristiklerindeki degisiklikle-
ri tespit etmek i¢in ¢ok giiclii bir teknik oldugunu
vurgulamuslardir. Istiridyelerde (Crassostrea ari-
akensis) yapilan bir diger ¢alismada ise Donaghy
ve dig. (2009) AS’ yi hemositlerin morfolojik ve
imminolojik aktivitelerini incelemek amaciyla
kullanmig, hyalinosit, granulosit ve blast benzeri
hiicre olmak {izere 3 tip hemosit hiicre tanimla-
mistir. Taylor ve dig. (2009) dogal ve yetistirici-
lik ortamindaki Kerevitlerin fizyolojik durumu-
nun incelenmesinde AS’yi hemositlerin karakte-
rizasyonunda kullanmis, omurgasiz hemosit sinif-
landirmasinda belirtildigi gibi, hiicreleri hyaline,
semigraniler ve granuler hemosit olmak (zere
tanimlamistir. Gelistirdikleri metotla 3 farkli gol-
deki dogal ve iiretimi yapilan kerevit populasyon-
larinin total hemosit degerlerini ve diferansiyel
hemosit degerini hesaplamiglardir. AS’nin kere-
vitlerin fizyolojik durumunu tespit etmede ¢ok
faydali bir arag oldugunu belirtmiglerdir (Taylor
ve dig., 2009).

Akuatik Organizmalarin Fagositik Aktivitelerinde

Baliklarda bagisiklik sisteminde rol alan hiicrele-
rin fagositik aktiviteleri; cevresel Kkirleticilerin
immunotoksik etkilerini, su Uriinlerinde kullani-
lan immunostimulant ve asilarin etkinligini ve
patojenlere karst baliklarin immun cevabini 6lg-
mek gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir. AS
ile huicreler buyuklik, grandllik durumu ve flora-
san sinyallerini emis durumuna gore alt poplas-
yonlara ayrilir ve florasan maddelerin fagositik
hiicreler tarafindan absorbe edilmelerine ve solu-
num patlamasindan dolay1 boyalarin azalmalarina
bagl olarak oSlciimler yapilir. Orneklerde ince-
lenmek istenmeyen hicreler kapilama (gating)
yontemiyle disarida birakilir. Boylelikle hem fa-
gositik aktivite hemde solunum patlamas: analizi
sonuglarinin etkilenmesi 6nlenmis olur (Haug-
land ve dig., 2014).

Esteban ve dig. (1998) cipura baliklarindaki 106-
kositlerin Vibrio anguillarum’a kars1 fagositik
aktivitelerini 6lgmek ve fagositik hicreleri karak-
terize etmek icin AS ydntemini optimize edecek
bir caligma yapmuglardir. Caligma sonucunda
Vibrio anguillarum bakterisinin makrofajlar ve
asidofilik granulositler tarafindan aktif bir sekilde
fagosite edildiklerini tespit etmislerdir (Esteban
ve dig., 1998).

AS’nin fagositik hiicre oranlarinin tam ve dogru
olarak sayilmasinda ve fagositik aktivitelerin 6l-
cllmesinde uygun bir yontemdir ve giinlimiizde
birgok imminolojik caligmada hastalik siiresince
veya agilama sonrasinda fagositoz aktivitesinin
Olgllmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Lehmann ve dig., 2000; Ortuno ve dig., 2000).

Ortuno ve dig. (2000) in vitro kosullarda ¢ipura
on bobrek Iokositlerinin solunum patlamasi akti-
vitesi esnasinda hidrojen peroksit iiretiminin ki-
netigini dlgmek icin AS yontemini kullanmustir.
Sazanlarda ¢esitli ontogenik evrelerde nétrofille-
rin solunum patlamasi analizi AS ile yapilmustir.
Elde edilen veriler daha dnce yapilan ¢aligmalarla
paralellik gdstermistir (Stosik ve dig., 2002). Mo-
ritomo ve dig. (2003) Ayu (Plecoglossus altive-
lis) baliginin kan ve bobregindeki Notrofil burst
aktivitesini sazan, gokkusagi alabaligi, yilan bali-
&1 ve havuz baliginin Nétrofil burst aktivitesiyle
AS yontemi kullanarak karsilastirmustir. Harford
ve dig. (2006), Avustralya’da tath sularda yasa-
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yan 3 baligin (Macquaria ambigua, Bidyanus
bidyanus, Melanotaenia fluviatilis) fagositoz ak-
tivitesini 6lgmek i¢in AS yontemini kullanmuis ve
gelecekte immunotoksik teslerde kullanilabilece-
gini 6ne stirmiislerdir.

Newaj-Fyzul ve dig. (2007), gokkusagi alabali-
ginda patojenik olan Aeromonas enfeksiyonlarina
kars1 probiyotik etkinligi gelistirmek i¢in Bacillus
subtilis bakterisini kullanmislardir. Bu bakteriyle
etkilesimde gokkusagi alabaliginin kan hiicrele-
rinde meydana gelen degisiklikleri AS ydntemi
ile ol¢lilmiistiir. Gomez ve dig. (2014 ) ¢ipuralar-
da peritonal exudattaki mast hiicrelerinin fraksi-
yonlarmin analizinde AS y6ntemini daha sonra
da elektron mikroskobu kullanarak balik mast
hiicrelerinin diger hiicrelerden ayrilmasinin daha
gelismis omurgalilarin inflamasyon mekanizma-
sin1 anlamamizda 6nemli bir adim oldugunu be-
lirtmislerdir. Corytar ve dig. (2013) cok renkli
AS kullanarak gokkusagi alabaliklarinda 16kosit
alt boéliimlerini tanmimlamis ve bu ¢alismadan elde
edilen bulgularla hem patolojik hem fizyolojik
cevapta daha iyi as1 gelistirme ¢aligmalarina katki
saglayacagini belirtmistir. Atienza ve dig. (2015)
su trilinlerinde kullanilabilecek potansiyel probi-
yotiklerin bagisiklik sistemi iizerine etkilerini;
16kosit canliligi, solunum patlamasi ve fagositik
aktiviteleri yoniinden in-vitro olarak 6lgmek igin
AS’ nin ¢ok faydali bir ara¢ oldugunu belirtmis-
lerdir.

Toksikoloji Calismalarinda

Su ortamindaki biitiin kirleticiler biyotik komiini-
teleri etkiler ve ekosistemin yapisim1 degistirir.
AS su iriinlerinde toksikoloji ¢alismalarda, im-
munostimulantlar, probiyotikler ve cevresel kirle-
ticilerin immunotoksikolojik degerlerinin 6lgul-
mesinde kullanilmaktadir. Ornegin bakir yiiksek
konsantrasyonlarda mikroalgler igin toksik etki
gosterebilir. Mikroalglerde biylimeyi ve fotosen-
tezle iliskili diger parametreleri etkiler (Cid ve
dig., 1995; Shelleyve dig., 2009).

Cid ve dig. (1995) deniz diatomlarindan olan
Phaeodactylum tricornutum’da fotosentez ve
iligkili parametreleri {izerine etkisinin arastirildig
calismada Klorofil a seviyesi AS ile pigment ana-
lizi ise HPLC (yiiksek performansl likit kroma-
tografi) ile yapilmistir. Sauve ve dig. (2002) ce-
sitli metal bilesiklere deneysel kosullarda in vitro

olarak maruz birakilan bazi deniz ve tatlisu bi-
valvialarindaki hemositlerin fagositik aktivitele-
rini AS kullanarak tespit etmislerdir.

Hadjoudja ve dig. (2009) havuzlarda plankton
patlamasina karsi algasit olarak kullanilan bakir
siilfata 24 ve 48 saat siireyle kisa siireli maruz bi-
rakilmig Microcystis aeruginosa ve Chlorella
vulgaris adli cyanobakteriler lizerine bakir toksi-
sitesinin etkisini AS, Wu ve dig. (2012) ise inor-
ganik civa ve metil civanin toksik etkisinin bir
deniz diatomu olan Thalassiosira weissflogii’in
biliyiime oranina ve fotosentez yapmasina etkisini
AS ve FLIM yontemleri kullanilarak arastirmis-
tir. Shelley ve dig. (2009) AS kullanilarak chlo-
rothalonil, cypermethrin ve pentachlorophenol
isimli 3 pestisidin jiivenil gokkusag: alabaliginin
immun sistemi Uzerine etkisi in vivo olarak ince-
lemistir.

Akuatik tiirlerde kimyasal yaralanmalarin meka-
nizmasini anlamak i¢in AS uygulamasi ¢ok fay-
dal1 bir yontem olmustur. Cevrede ¢ok fazla mik-
tarda bulunan kirleticilerden olan PBDE baliklar-
da, yaban hayatinda ve insan dokularinda kalinti-
ya sebep olur. Bu kimyasalin alabalik solungagla-
rina verdigi zarar1 anlamak icin Shao ve dig.
(2009) AS ile bir ¢alisma yapmis ve AS’ nin aku-
atik turlerde kirleticilerin baliklardaki yaralanma
mekanizmasini anlama firsati sagladigini belirt-
mislerdir. Danion ve dig. (2011) ¢alismada kro-
nik hidro karbon (petrol) kullanilmigtir ve petrol
kirliliginine maruz kalan levrek baliklarinin sag-
lik durumu ve immun sistem tizerine etkisini de-
neysel olarak arastirmigtir. Ham petrollin kas ve
safradaki konsantrasyonu gaz kromatografisi ve
kitle spekrometrisiyle olgulirken l6kosit ve fark-
lilasmus 16kosit hiicreleri klasik hematolojik yon-
temlerle yapilmustir.

AS ile hicre 6lumleri ve I6kositlerin fagositik ak-
tiviteleri arastirilmistir. Xian ve dig. (2012) kap-
lan Kkarideslerinin (Penaeus monodon) hemositle-
ri lizerine nitritin toksititesini invitro olarak aras-
tirdig1 calismada reaktif oksijen ve nitritoksik
Uretimi, esteraz aktivitesi yani sira hematosis
hiicrelerin apoptozu AS kullanarak incelenmistir.
Bir bagka calismada da As ile Xian ve dig. (2013)
kaplan karideslerinin hemositleri tzerine kadmi-
yumun toksik etkisini arastirmis ve intraseliiler
nitrit oksit dretimimin ol¢imu igin AS metodu ile
4-amino-5-methylamino-2',7'- difluorofluorescein
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diacetate (DAF-FM DA) isaretli fluoresen bir
prob kullanarak hemositlerdeki nitritoksiti sap-
tamistir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) toksik
ve kanserojen etkiye sahip organik yapida bile-
siklerdir ve cevrede uzun siire kalmalar1 sonu-
cunda c¢evre kirlenmesine sebep olurlar. Mikro-
organizmalar tarafindan PAH’larin parcalanmala-
rinin arastirtlmasi ¢evrenin daha kisa bir siirede
temizlenmesi agisindan 6nemlidir (Alver ve dig.,
2012). Ayrica PAH’lar balik popiilasyonlari igin-
de kanserojen ve immunotoksik potansiyeline sa-
hiptir. Nogueira ve dig. (2009) AS ile jiivenil yi-
lan baliginin (Anguilla anguilla) (dmba) 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene’e akut olarak maruz
kalmasi sirasinda veya sonrasinda karaciger, so-
lunga¢ ve kan hcrelerindeki molekiiler cevabi
analiz etmisler ve bu ¢alismada hidrokarbon kirli-
ligine kars1 molekiiler biyomarker gelistirmisler-
dir. MacDonald ve dig. (2012) petrollii kumlar-
dan tiiremis naftenik asidin gokkusagi alabaligi
tizerine immunotoksik etkisini arastirmada, im-
mun sistemi harekete gegirmek igin inaktive
edilmis Aeromonas suslar1 kullanmistir. Kandaki
ve lenfatik dokudaki T-lenfositler, B-lenfositler
trombositler ve myeloid hicrelerin AS ile sayil-
masiyla immun sistem hiicreleri {izerine toksik
etkileri tespit edilmistir. Phalen ve dig. (2013) ise
PAH’1n alabaliklarda immun doku hiicre popu-
lasyon seviyesi Uzerine etkisini tespit etmek icin
yaptiklar1 ¢aligmada yeni immunotoksikolojik
model gelistirilmesinde temsilen benzo[a]pyrene
kullanilmis ve AS yontemi ile dalak, n bobrek
ve kandaki farklilagmis 16kositlerin tam sayimi
yapilmistir. AS farkli bilim dallaryla igbirligi ya-
pilarak ta yaygin bir sekilde kullanilabilir.

Akuatik Mikroorganizmalarin Tespitinde ve
Sayiminda

Mikroorganizmalar yiiksek konsantrasyonlarin-
dan ve aktivitelerinden dolay1 akuatik ekosiste-
min temel pargalarindandir. Bu yiizden onlarin
davraniglarint ve farkli problemlerdeki rollerini
anlamak son derece 6nemlidir. Klasik yontemler
bu aragtirmalart yapmada genellikle yetersiz kal-
maktadir. AS son zamanlarda akuatik cevredeki
mikroorganizmalar ile ilgi ¢caligmalarda kullanil-
mistir. Yapilan calismalar gostermistir ki AS
akuatik mikrobiyal ekoloji icin gelecek vaat eden
bir yontem olmustur (Troussellier ve dig., 1993).

AS hem tek hiicre hem de populasyon diizeyinde
mikrobiyal analize olanak sagladig1 i¢in her ge-
cen giin akuatik mikrobiyoloji alaninda esansiyel
bir ara¢ olmustur (Troussellier ve dig., 1993).
Diger tekniklerle karsilastirildiginda hizli veri
toplanabilmesi ve ¢ok parametreli analizler yapi-
labilmesi AS’nin popilaritesinin artmasina ve
bircok farkli alanda uygulanmasina olanak sag-
lamistir. Baglangigta sadece mikroorganizma sa-
yimu yapilabilirken zamanla yeni florasan boyala-
rin ve elektonik sistemlerin gelistirilmesiyle ko-
Mmiinite yapisinin analizi ve tek hiicre seviyesinde
mikroorganizmalarin fizyolojik analizleri de ya-
pilabilmistir. En énemli 6zelliklerinden biri ince-
lenecek mikroorganizmalarin kiiltiire alinip alin-
masina bakilmaksizin analizlerinin yapilabilme-
sidir (Meyers, 2000).

Baliklarda hastaliklara yol agan patojen mikroor-
ganizmalarin teshisinde de AS kullanilmaktadir.
Endo ve dig. (1998) AS’yi patojen olan Lacto-
coccus garvie'nin hizli tespitinde de kullanmig ve
L. garvie’ye kars1 antiserum hazirlamis ve immii-
nolojik a¢idan incelemistir.

Joachimsthal ve dig. 2003 yilinda yaptiklar1 bir
calismada AS’ nin deniz suyu ve gemilerin balast
suyundaki mikroorganizmalarin analizinde ol-
dukea hizli ve hassas bir yontem oldugunu gos-
termislerdir. Ayrica AS’ nin saglik riski olusturan
mikroorganizmalarin 6lii ve canli olarak bulun-
masini sagladigini belirtmislerdir.

Kollner ve dig. (2002), Aeromonas salmonicida
ile enfekte edilmis gokkusagi alabaligindaki 10-
kosit popiilasyonlarinin sicakliga bagli olarak ak-
tive olmasin1 AS ile arastirmiglar ve spesifik an-
tikor cevabin daha diisiik sicakliklarda daha iyi
gelistigini 6ne siirmiislerdir.

Flavobacterium psycrophilum alabaliklarda so-
guk su hastalig1 etkeni olarak bilinen ve ciddi ka-
yiplara yol acan bir patojendir. Bu yiizden bu
hastalik etkeninin erken teshisi, hastaligin on-
lenmesi ve tedavisinde son derece 6nemlidir. Bu
patojenin teshisinde immunomanyetik ayirma
yontemi ve AS ile birlikte kullanilmis ve iki saat-
ten daha kisa bir siirede bakterinin tespiti yapila-
bilmistir (Hibi ve dig., 2008).

Oligotrofik sulardan izole edilmis bakterilerdeki
fosfataz aktivitesi de AS ile Sl¢iilmiistiir. Bu se-
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kilde heterotrofik bakterilerin sinirlamasina karsi
verdigi fizyolojik cevabi anlamamizi saglayan bir
yontem olarak kabul edilmistir (Duhamel ve dig.,
2008). Duan ve dig. (2013) tarafindan iyi pisme-
mis deniz trUnlerinden insanlara gegebilen bir
zoonoz etkeni olan Vibrio parahaemolyticus’un
anlik tespiti i¢in ¢ift renkli AS gelistirilmistir.

Olii veya canli bakterilerin ve toplam bakteri
miktariin dogru olarak tespiti birgok mikrobiyo-
lojik uygulamada 6nemlidir. Klasik olarak kulla-
nilan kiiltiir tabanli testler zaman alir. Yavas geli-
sen ve kiiltiire alinamayan bakterilerde (Czec-
howska ve dig., 2008; Alsharif ve Godfrey, 2002)
ve gergek zamanli sonuglara ihtiya¢ duyulan du-
rumlarda Klasik yontemler yetersiz kalirken AS
ile basarili sonuglar elde edilmistir.

AS ile olii ve canli bakteriler hiicre membraninin
Propidium iodide gibi boyalar1 gecirme durumu-
na gore ayirt edilebilirler. Béylece 6rnekteki bak-
teriler 6lii, canli veya total olarak AS ile sayilabi-
lirler (Alsharif ve Godfrey, 2002). Nuding ve Za-
bel (2013) AS kullanarak, 10 tane farkli bakteri-
nin tanimlanmasini ve ¢esitli antibiyotiklere karsi
duyarliliklarini tespit etmistir.

AS uygulamasi medikal ve gevresel ortamdaki
virls ve virlis konaker iligkileri ile ilgili arastir-
malarda biyuk potansiyele sahiptir (Corina ve
dig., 2004). Intraseliiler bir patojen olan Infeksi-
y6z Pankreatik Nekrozis (IPN) virtst deneysel
uygulamadan sonra salmon lokositlerinde AS ile
tespit edilmigstir. IPN virlisli ile asilanmuis, asi-
lanmamis ve intraperitonal olarak viriis ile enfek-
te edilmis salmonlar farkli zamanlarda analiz
edilmistir. Calisma sonucunda AS’nin in-Vivo
uygulamadan sonra intraselller virlis tespitinde
ve tastyici baliklarda viriis tespitinde (Rodriguez
Saint-Jean ve dig., 2001; Corina ve dig., 2004)
hassas oldugu gosterilmistir (Renneseth ve dig.,
2013).

Sonug

AS bilesenlerindeki gelismelere ve gelisen talep-
lere gore siirekli gelisme gdstermektedir. 11k ¢ikis
noktasi sadece hiicre sayimi iken zaman igerisin-
de bu hiicrelerin yapilari, gelisme agamalari, ige-
rikleri, fizyolojik tepkileri gibi farkli alanda da
bilgi sahibi olmamiza olanak saglamistir. Bugiin
otomatize hale getirilmis siirlimleriyle rutin ola-

rak akuatik ortamin izlenmesi mumkiin olmakta-
dir.

AS ile biyolojik indikator olarak kullanilan canli-
larda hiicresel diizeyde fizyolojik ¢calismalar yapi-
larak ortamdaki canlilarda klasik yolla tespit edi-
lemeyen biiylime sinirlandirict etkenleri erken bir
asamada tespit etmek miimkiin olmaktadir. Bu
sekilde antibiyotik ve diger canlilar igin toksik
olabilecek maddelerin hedef kitle disindaki canli-
larin iizerine etkileri kisa bir siirede tespit edilebi-
lebilmektedir (Seoane ve dig., 2014).

AS’nin diger bir giicli yan1 farkli molekiiler tek-
niklerle birlikte kullanilarak, tek hiicre seviyesin-
den popiilasyon seviyesine kadar akuatik mikro-
biyolojinin ¢ok genis uygulama alanlarinda kul-
lanilan giiclii bir teknik olmasidir. Kullanilan flo-
rasan boyalarin ve monoklonal Antikorlarin art-
masiyla AS mikrobiyal cesitliligi ileri derecede
arastirmak icin kullanilabilecektir. Daha ileri
asamalarda AS portatif ve online olarak akuatik
sistemdeki mikrobiyal topluluklarin yonetimi ve
izlenmesinde daha hizl1 ve etkili bir sekilde kul-
lanilabilecektir (Wang ve dig., 2010).

AS rutin olarak plankton analizi yapilmasiyla ok-
yanuslarda dahil olmak (zere akuatik ortamdaki
pikoplankton gibi ¢ok kiigiik olanlart dahil olmak
Uzere planktonik organizmalarin yapisini ve di-
namiklerini anlamamiza katki saglayacaktir (Ma-
rie ve dig., 1997). Su iriinlerinde potansiyel im-
munostimulant, probiyotik tespiti ve as1 gelistir-
me c¢alismalarinda diger molekiiler tekniklerle
uyumlu bir sekilde kullanilabilecektir. Memeli-
lerde kullanilan boyalarin biiyiik bir ¢ogunlugu
baliklardaki arastirmalar i¢inde uygundur. Bu
ylzden AS kan yapici hiicreler ve hiicresel aktivi-
teleri ile ilgili caligmalarda ¢ok faydali bir arag
olarak ortaya c¢ikmaktadir (Chilmonczyk ve
Monge, 1998; 1999).
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