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Salmonella typhi ve Insan Makrofaj Etkilesimlerinin Li-
ve/Dead BacLight™ Boyama Yontemi ile Gosterilmesi(*)
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OZET

Bir¢ok mikroorganizmanin neden oldugu infeksiyonlarda
bakteriyel patojenlerle konak makrofajlar1 arasinda iliski
vardir. Mononiikleer fagositer hiicreler hiicre i¢i infeksi-
yon olusturan organizmalara kars1 aktif etkin hiicrelerdir
ve bu infeksiyoz ajanlar1 oksijen bagimli ve bagimsiz yol-
larla oldiiriirler. Infeksiyon esnasinda konak makrofajlar
ve bakteriyel patojenler arasinda kompleks ve dinamik bir
iliski soz konusudur. Makrofajlar i¢indeki bakteriyel yasa-
mi inceleyen bircok calismada toplam populasyondaki
canlilik incelenir ve canliliktan ziyade ayni ortamda bera-
ber bulunan fakat gozardi edilen canli ve 6lii bakteriler
hep biraradadir. Bu sonuglar siklikla infeksiyon dinamigi-
ni tam olarak yansitmaz.

Calismamizda insan monosit kokenli makrofajlar iki adet
Salmonella typhi susu ile 10 bakteriye 1 makrofaj olacak
sekilde infekte edilmistir. Ornekler hem kiiltiir hem de can-
It ve 6li bakterilerin mikroskobik olarak ayirimim sagla-
yan LIVE/DEAD BacLight™ boyama yontemi ile incelen-
mistir. Calismamizda yirmidort saatin sonunda klinik su-
sun, standart susa oranla makrofajlarin etkisine daha di-
rengli oldugu saptanmusti. BacLight™ boyama yontemi
makrofajlarin bakterisidal etkilerini direkt olarak gérme-
mize olanak saglamistir.

Anahtar Kelimeler: BacLight Boyama Yontemi, Salmonel-
la typhi, Makrofaj

SUMMARY

Estimating of Interactions Between Salmonella tyhpi and
Human Monocyte Derived Macrophages by Using Li-
ve/Dead Baclight™ Staining System

Each infections caused by sorts of microorganisms, there
is a relationship between bacterial pathogens and host
macrophages. Mononuclear phagocytes are active effector
cells to intracellular infectious organisms and they kill
those infectious agents by both oxygen dependent and in-
dependent pathways. During the infection there is a comp-
lex and dynamic interaction between host macrophages
and bacterial pathogens. The majority of studies exami-
ning bacterial survival within macrophages, have measu-
red viability of the total bacterial population and instead
of viability, dead and live bacteria, which are being toget-
her have been overlooked. These results often give an in-
complete picture of the dynamics of the infection.

In our study, human monocyte derived macrophages were
infected by two S. typhi strains at a cell ratio of 10 bacte-
ria per one macrophage. Specimens were examined by
both culture and LIVE/DEAD BacLight™ staining system
which allow us to see dead and live bacteria directly. At
the end of 24 hours it was found that clinical strain was
more resistant than standard strain to the effect of macrop-
hages. With BacLight™ stain it was possible for us to ob-
serve bactericidal effects of macrophages.

Key Words: BacLight™ staining system, Salmonella typhi,
Macrophages.

GIRIS

Mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyonlarda
bakteriyel patojenler ve konak makrofajlart arasinda
etkilesim s6z konusudur (1). Salmonella typhi’nin
neden oldugu infeksiyonun patogenezinde, bakteri-
nin barsak mukozasini gegerek makrofajlar igerisin-
de de yasamuni siirdiirebilmesi 6nemlidir (2). Mono-
niikleer fagositler, hiicre ici infeksiyon olusturan or-

(*) 9. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklart
Kongresi (3-8 Ekim 1999, Antalya)’nde sunulmustur,

(**) Ondokuz May1s Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun.
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ganizmalara karst etkin olan efektor hiicrelerdir.
Makrofajlar infeksiyon etkenlerini oksijene bagimli
ve oksijene bagimsiz yolarla oldiiriirler (3,4,5).

Konak makrofajlari ve bakteriyel patojenler arasinda
infeksiyon siiresince kompleks ve dinamik bir iliksi
vardir. Makrofajlar ve bakterilerin birarada bulundu-
gu ortamlarda fagosite edilmis 6lii bakteriler yaninda
fagosite olmamis veya makrofajlar icinde liremeleri-
ni siirdiiren canli bakteriler de bulunmaktadir. Mak-
rofaj-bakteri iligkilerini aragtirilmasina yonelik calis-
malarda bakteri popiilasyonundaki canli/oli bakteri-
lerin birlikteligi gozardi edilmekte ve bakteri sayisi
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populasyondaki tiim canli bakteri sayis1 olarak ifade
edilmektedir (1). Dolayisiyla canli/6lii ayiriminin
yapilmadigt bu gibi sonuglar infeksiyon dinamigini
tam olarak yansitmamaktadir.

Calismada S.typhi ve insan makrofaj etkilesimleri
canl1 ve dlii bakterilerin floresan mikroskobunda di-
rekt olarak aymrimini saglayan LIVE/DEAD Bac-
Light™ boyama yo6ntemi ile arastirilmig ve sonuglar
kiiltiir sonuclari ile karsilagtirilmastir.

GEREC ve YONTEM
Suslar:

S.typhi-42 TA(2-1) standart susu Ankara Refik Say-
dam Hifzissthha Enstitiisii’nden; klinik izolat,
O.M.U. Tip Fakiiltesi Merkez Lab., Bakteriyoloji
Unitesine gelen gaita drneklerinden elde edilmistir.
Suslar kullanilincaya kadar %20 gliserollii Brain-
Heart Infusion (BHI) (Difco) besiyerinde saklanmis-
tir. Bakteri sayis1 yumusak agar kat yontemiyle nut-
rient agarda saptanmistir. Caligmada mililitrede
1x10° koloni olugturan bakteri kullanilmigtir.

Insan monosit kokenli makrofajlar:

Insan monosit kokenli makrofajlar; HIV, hepatit ve
herhangi bir infeksiyon hikayesi olmayan kisilerin
periferal kanlarindan Ficoll-Hypaque density gradi-
ent yontemi ile elde edilmistir(6,7). Makrofajlar
RPMI 1640 + %10 Fetal Calf Serum (FCS)’u (Sig-
ma) iceren hiicre kiiltiir kaplarinda, 37°C’de, %5’lik
COy’li nemli ortamda 7-12 giin inkiibe edilmisgtir.
Ug giinde bir besiyeri degistirilmistir (2,6,8,9).

Makrofajlarin S.typhi ile infekte edilmesi ve or-
neklerin alinmasi

Makrofajlar kiiltiir kaplarindan buz soguklugundaki
%0.02 EDTA/PBS’te 10 dk. bekletildikten sonra
hiicre kaziyicisi (Costar) yardimi ile ayrilmistir (7).

Makrofajlar, S.typhi suslar1 ile muamele edilmeden
bir gece once, 96 kuyucuklu plaklara (Greiner) 10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir. Bir gece
37°C’de, %5’lik CO,’li nemli ortamda inkiibe edil-
dimistir. S.typhi suslar1 %10 insan serumu iceren or-
tamda 37°C’de 30 dk. opsonize edilmistir. Makrofaj-
larin bulundugu ortamdaki besiyeri degistirildikten
sonra her kuyucuga makrofaj/bakteri 1:10 olacak se-
kilde S.typhi suslari (105 bakteri/kuyucak) eklenmis-

tir. Plak 200 rpm’de 5 dk rotatorda homojen dagilim
icin c¢evrildikten sonra, fagositoz i¢in 37°C’de,
%>5’lik CO,’li nemli ortamda 30 dk. inkiibe edilmis-
tir. Kuyucuklar fagosite olmayan bakterilerin uzak-
lagtirilmast i¢in PBS ile yikanmisgtir (1,5,6,9,10). Or-
nekler 0, 3, 6 ve 24. saatlerde alinmistir.

Orneklerin alinma isleminde besiyerleri uzaklastira-
rak, %0.5’1lik sodyum deoksikolat (Sigma) eklenmis-
tir (1,4,9). Alinan 6rneklerin 100 pl’si yumusak agar
kat yontemi ile kiiltiire alinmistir(11). BacLight™
boyama islemi i¢in drnekler 10000X g’de 5 dk. san-
trifujde cevrilerek besiyeri uzaklagtirilmigtir. Pellet
0.22 pm porlu membran filtreden filtre edilmis de-
iyonize steril suda suspanse edilmistir. Suspansiyon
1 ml bakteri suspansiyonu / 3ul BacLight™ boya ka-
risimu ile karigtirilarak 15 dk. oda 1sisinda inkiibe
edilmistir ve floresan mikroskobunda incelenmistir.

LIVE/DEAD BacLight™ boyama yontemi

Calismada BacLight™ boyas1 Molecular Probes Inc.,
Oregon, A.B.D. firmasindan saglanmistir.

BacLight™ boyasi canli ve 6lii bakterilerin floresan
mikroskobu ile direkt olarak ayirimini saglayan,
SYTO 9° ve Propidyum iodid boyalarindan olusan
iki komponentli floresan bir boyadir. SYTO 9° boya-
st ortamdaki tiim bakterileri yesil renge boyayarak,
canli bakterilerin yesil olarak gozlenmesine olanak
verir. Propidyum iodid boyasi ise, hiicre membrani
zarar gormiis olan bakterileri boyayan, daha dnceden
SYTO 9° boyasi ile boyanmig 6lii bakterilerdeki
SYTO 9° etkisini rediikte eden ve kirmizi olarak

gozlenmelerini saglayan boyadir.
BULGULAR

Calismada makrofajlarm canliliklar: tripan mavisi ile
>%90 olarak bulundu. Makrofajlar tarafindan fago-
sitoz sonrasi bakterilerin 0, 3, 6 ve 24. saatlerdeki ge-
lisim dinamikleri BacLight™ boyama yontemi ile
saptanmistir ve sonuglar Tablo 1 ve Sekil 1’de sunul-
mustur.

Makrofajlarin S.typhi suslarina zamana gore etkileri
Tablo 2°de sunulmustur.

S.typhi klinik susunun makrofaj etkisine daha di-
rengli ve standart susa gore tiremesinin daha hizli ol-
dugu gozlenmistir. Makrofajlarin zamana gore hiicre
ici Oldiirme oranlarinin, klinik susta azaldigi, stan-
dart susta ise arttigr belirlenmistir. Yirmidordiincii
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Sekil 1. Makrofaj iceren ortamda S. typhi suslarinin iiremelerinin
zamana gore degisimi
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Tablo 1. Makrofaktajh ortamda S.typhi suslarinin iireme oranlari

Zaman (saat) Klinik sus Standart Sus
Kiiltiir(n)  Boya(6/c) | Kiiltiir(n) ~ Boya(o/c)
0 1x10 1/6 1x10' 1/7
3 1x10 20/40 1x10 2/10
6 1x10 25/100 4x10° 25/18
24 1x10 11/100 1x10' 30/70

n: Koloni olusturan bakteri(kob),6:Olii bakteri sayis1,c:Canli bakteri sayis

Tablo 2. Makrofaktajlarin S.typhi suslarina etkileri

Zaman (saat) Klinik sug Standart Sus
n (%) n (%)
0 1 (14) 1 (12.5)
3 20 33) 2 (16.6)
6 25 (20) 25 (58)
24 11 (10) 30 30)

n:Bakteri populasyonunda BacLight™ boyama yontemi ile saptanan 6lii
bakteri sayisi
saatin sonunda klinik susun makrofajlarin etkisine
daha direncli oldugu saptanmustir.

TARTISMA

Fakiiltatif hiicre ici patojeni olan S.typhi’nin neden
oldugu tifo bircok iilkede sorun olmay1 siirdiirmekte-
dir. S.typhi’'nin konaga girdikten sonra yayilarak in-
feksiyon olusturabilmesi i¢in 6nce makrofajlari in-
fekte etmesi gerekmektedir. Makrofajlara girdiginde
ise makrofajin lizozomal enzimleri ve sentezledigi
tiriinlerin olusturdugu etkilerden kendini koruyabil-
melidir (12). Hiicre icinde yasayan S.typhi’nin viru-
lans 6zelligini saglayan ve hiicre i¢i yasamin etkile-
yen yirmiden fazla gen oldugu bildirilmistir (4).

Makrofaj- hiicre i¢i patojeni arasindaki iligkiyi ince-
leyen calismalarda, toplam canli bakteri sayisi, dilus-
yon ve ekim, kemiliiminesans, tetrazolyum rediiksi-
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yonu optik yogunluk gibi bircok yontem kullanil-
maktadir (5). Bu calismada canli ve o6lii bakterilerin
mikroskopik olarak ayirimini saglayan BacLight™
boyama yontemi kullanilmigtir. Calismada 6rnekle-
rin homojen olarak yayilamamasi nedeni ile mililit-
redeki bakteri sayis1 saptanamamuistir. Ancak kiiltiir
yontemi ile saptanamayan bakterileri, boyama sonu-
cunda direkt olarak gormek olanakli olmustur. Mak-
rofaj- S.typhi etkilesiminin zamana gore dinamigi
her bir alanda saptanan ortalama canli bakteri sayisi
esas almarak bulunmustur. Klasik yontemler ile
makrofaj veya cevre etmenleri ile 6len bakterileri
saptamak olanaksizdir. Calismamizda koloni olustu-
ran bakteri sayisinin diisiik oldugu durumlarda kiil-
tiirde iireme saptanmamasina kargin, BacLight™ bo-
yasi ile canli bakteriler gozlenebilmislerdir. Ek ola-
rak BacLight™ boyama yontemi ile makrofajlarin
bakterisidal etkileri de anlagilmigtir.

Sonuc¢

BacLight™ boyama yonteminin 6zellikle hiicre igi
infeksiyon olusturan veya hiicre kiiltiir ortamlarinda
mikroorganizmalar ile yapilan benzer calismalarda
canli ve Olii bakterilerin birarada gézlenmesine ola-
nak veren yeni bir yontem olarak onerilebilecegi so-
nucuna varilmistir.
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