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Flow cytometry is an advanced analytical technique that enables rapid and multiparametric evaluation
of the physical and physiological properties of microorganisms at the single-cell level. This review
comprehensively addresses the technical infrastructure of flow cytometry and its expanding
applications in food microbiology. The fundamental features of the instrument, its working principles,
and analytical methods are explained. Flow cytometry allows for detailed analysis of cellular
components and stands out in various applications in food microbiology, including the detection of
pathogens, viability assessment of probiotics, monitoring of fermentation processes, and
determination of microbial load in water sources. Compared to conventional culture-based methods,
flow cytometry offers significant advantages such as faster results, the ability to distinguish between
live and dead cells, and detailed insights into metabolic activity. Particularly in the analysis of | lactic
acid bacteria (LAB), staining techniques based on membrane integrity and enzyme activity have
yielded meaningful results. However, certain limitations arise from sample preparation, staining
protocols, and the technical requirements of instrument operation. This study highlights both the
strengths and limitations of the method and evaluates its current role in food microbiology in light of
scientific evidence.
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Akas sitometri, mikroorganizmalarin fiziksel ve fizyolojik 6zelliklerini hiicre bazinda ¢ok parametreli
ve hizli bicimde degerlendirmeye olanak taniyan gelismis bir analiz yontemidir. Bu derlemede, akis
sitometrinin teknik altyapis1 ve gida mikrobiyolojisinde artan kullanim alanlar1 kapsaml sekilde ele
alinmigtir. Cihazin temel 6zellikleri, calisma prensibi ve analiz yontemleri agiklanmstir. Akis
sitometri ile hiicre bilesenlerinin ayrintili analizi yapilabilmekte, bunun yani sira gida
mikrobiyolojisinde patojenlerin tespiti, probiyotiklerin canlilik analizleri, fermantasyon siireglerinin
takibi ve su kaynaklarinda mikrobiyal yiikiin belirlenmesi, bu yontemin one ¢iktig1 baslica uygulama
alanlar1 arasinda yer almaktadir. Akig sitometri; klasik kiiltiir yontemlerine gore daha kisa siirede
sonu¢ vermesi, canli-6li hiicre ayrimi yapabilmesi ve metabolik aktivite hakkinda detayli bilgi
sunabilmesiyle dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle laktik asit bakterilerine (LAB) y&nelik analizlerde,
membran biitinliigii ve enzim aktivitelerine dayali boyama teknikleri ile anlamli sonuglar elde
edilmistir. Bununla birlikte, 6rnek hazirligi, boyama protokolleri ve cihaz kullanimindaki teknik
gereklilikler baz1 kisitlar olusturabilmektedir. Bu ¢alismada, yontemin giiglii yonleri ve sinirlamalari
ortaya konmus; gida mikrobiyolojisindeki mevcut rolii bilimsel veriler 1s13inda degerlendirilmistir.
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Giris

Onceleri hiicrelerin biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri
temel mikroskoplar kullanilarak belirlenmekteydi. Akis
sitometri cihazinin gelistirilmesi Gucker ve ark. (1947)’nin
hiicre saymak amaciyla karanlik saha mikroskobuna bir
foto elektronik saya¢ eklemesi ile baslamistir. Bunu
takiben cihazda He-Ne lazerinin kullanilmasi (Van Dilla ve
ark., 1969) ve floresanla aktiflestirilen hiicre siniflandirma
(FACS) igleminin bulunmasi (Bonner, 1972) ile devam
etmigtir. Son yillarda ise cihazin hizli bir sekilde
gelistirilmesiyle bugiine gelinmistir (Picot ve ark., 2012).
Akig sitometri; akiskanlar, lazer optikler, elektronik
dedektorler, analog dijital ¢evrimciler ve bilgisayarlardan
olusan karmasik bir sistemdir.

Akis sitometri, bir akiskanin igerisinde bulunan
hiicrelerin ayrintili incelenmesine olanak saglamaktadir.
Boyama teknigine bagli olarak, hiicre yiizey proteinleri,
hiicrelerin boyutlari, sekilleri belirlenebilirken, hiicre igi
boyamalar ile organellerin, hiicre igi proteinlerin ve
sitoplazmik bilesenlerin analiz ve ayrimi
gergeklestirilmektedir. Ayrica  deoksiriboniikleik asit
(DNA), riboniikleik asit (RNA) igerigi ve sitoplazma
graniileritesi acisindan da degerlendirme
yapilabilmektedir. Bu amagla hedeflenen yap1 ya da hiicre
floresan ile isaretli bir antikor veya 6zel bir boya (niikleik
asitlere 6zel propidium iodide) kullanilarak isaretlenir.
Klorofil gibi floresan o6zellige sahip maddeler igeren
orneklerin ise boyanmasi gerekmez (Kanev ve ark., 2016).

Akis sitometri ile yapilan bilimsel ¢aligmalara ait ilk
makaleler, 1960’11 yillarda yaymlanmaya baglamustir.
Teknolojinin gelisimine paralel olarak akis sitometri gesitli
alanlarda uygulanmigtir. Baglangigta &zellikle hematolojik
hastaliklarm tam ve takibinde 6nemli bir rol oynamustir.
Zamanla, mikrobiyoloji ve veterinerlik gibi farkli
disiplinlerde de kullanim yayginlagmugtir. Ornegin Hulett ve
ark. (1969) fluorescein diacetate ile boyanarak floresan veren
Cin sigamt yumurtalik tiimor hiicreleri ve fare dalak
hiicrelerinin  hizlica ayrilmasimt  ve smiflandirilmasini
saglayan bir sistem geligtirmistir. Van Dilla ve ark. (1977) akis
sitometriyi sperm hiicrelerinin analizinde kullanarak bu
alanda oncii bir ¢aligma gergeklestirmistir. Bu ¢alisma, sperm
kalite analizlerinde akig sitometrinin etkin bir yOntem
oldugunu gostermistir. Daha sonraki yillarda akis sitometri
kullanilarak insan kemik iligi hiicrelerinin analiz edildigi
¢aligmalar mevcuttur (Loken ve ark., 1987). 1990’11 yillarda
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cihaza yeni ilaveler yapilmis ve mikroorganizmalara yonelik
aragtirmalara uygun hale getirilmistir. Ayrica Lloyd (1993)
tarafindan yazilan "Akis Sitometri: Mikrobiyologlari
Bekleyen Bir Teknik" kitabi aragtirmacilar i¢in rehber olmus
ve bdylece sonraki yillarda mikrobiyolojik calismalar hizla
artmigtir. Gliniimiize kadar yapilan birgok caliyma ve
ardindan yapilan yaymlarm etkisi sonucunda akis sitometri
hastanelerde yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Tiim bu
gelismeler cihazin pazar degerini de arttirmustir. 2023'te 5,70
milyar ABD dolari olan kiiresel pazarin 2032’ye kadar 11,90
milyar ABD dolarma ulasacagi ongoriilmektedir (Flow
Cytometry Market Report, 2023). Tiptaki yaygimn
kullamminin yanisira akis sitometri, gida orneklerinde de
kullanilmaya baslanmistir. Patojen mikroorganizmalarin,
bozulmaya neden olan ve fermantasyon gerceklestiren yararl
mikroorganizmalarin tespitine de elverisli oldugundan gida
mikrobiyolojisine  yonelik  ¢aligmalarda  kullanilma
potansiyeline sahiptir.

Bu derlemede akis sitometri cihazinin 6zellikleri,
kullanim alanlar1 ve istiinliikleri iizerinde durulmustur.
Ayrica diger molekiiler ve mikrobiyolojik yontemlerle
kiyaslamasi yapilarak, 6zellikle gida mikrobiyolojisi ve
gida sektoriinde tercih edilme nedenleri vurgulanmaya
calisilmistir. Bunlara ek olarak son yillarda probiyotiklere
yonelik akig sitometri ¢alismalar1 degerlendirilerek akis
sitometrinin bu c¢alismalara olasi katkilar1 tizerinde de
durulmustur.

Alas Sitometri Cihazinin Ozellikleri

Akas sitometri cihazi ile ¢ok kisa siirede ve son derece
hizli bir gekilde binlerce hiicre analiz edilerek ayrintili
veriler elde edilmektedir. Sekil 1’de akis sitometri
cihazinin temel bilesenleri ayrimtili olarak
gosterilmektedir.

Akig sitometri ile canli, hasarli ve Olii hiicrelerin
belirlenmesi miimkiin olabilmektedir. Ancak tiim
hiicrelerin siv1 i¢inde askida olmasi gereklidir. Hiicreleri
iceren sivi siirekli akis halindeyken lazer isinina maruz
birakilir. Her bir hiicre lazer igmimin bir kismini saptirir ve
ayn1 zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan floresan
emisyon sinyalleri yayarlar (Karaboz ve ark., 2008). Sekil
2’de akig sitometrinin ¢aligma prensibi ve sitograf
goriintlisii ayrintil olarak gosterilmektedir.
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Sekil 1. Akis sitometri teknigi ve cihazinin temel bilesenleri.

Figure 1. Basic components of flow cytometry technique and instrument.
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Sekil 2. Akis sitometrinin ¢alisma prensibi (b) ve sitograf goériintiisii (a).
Figure 2. Working principle of flow cytometry (b) and cytograph image (a).
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Sekil 2. (a) Tek floresan boya ile isaretli antikorun kullamlmasiyla hiicre yiizey belirteclerinin saptanmast, (b) iki farkli
floresan boya ile isaretli antikorla elde edilen grafik ile hiicre ayrim1 ve kantitatif ylizde analizi
Figure 2. (a) Detection of cell surface markers using single fluorescent dye-labeled antibody. (b) Cell separation and
quantitative percentage analysis with the graph obtained with antibodies labeled with two different fluorescent dyes.

Akig sitometride hiicrenin veya hiicre bilesenlerinin
kalitatif ve kantitatif analizleri boyali veya boyasiz olarak
dort sekilde yapilabilmektedir. Bunlar,

1-Hiicrelerin biiyiikliigii ve graniil yapisi goz ontinde
bulundurularak yapilan analiz (boyasiz):

Her hiicre akis yolu igindeki bir noktadan gegerken,
lazer kaynagindan gelen 1sin ile karsilagir. Hiicre—lazer
etkilesimi sonucunda olusan sacilma, ileri agili 1510
sagtlmas1 (ileri sagilma veya FSC) veya yan acili 1gin
sagtlmas1 (yan sagilma veya SSC) olarak bilinen iki ana
yonde gergeklesir. Hem FSC hem de SSC, genel bir sekilde
hiicreleri boyutlarina ve graniil yapisina gore ayirt edebilir.
Sitograf olarak bilinen (Sekil 2a) bir profil tizerinde
hiicrelerin yerini belirlemek miimkiin olur (Egli ve Kotsch,
2015; Kennedy ve Wilkinson, 2016; Wilkinson, 2018).

2-Tek floresan boya ile isaretlenen monoklonal antikor
kullanmilarak yapilan analiz:

Ikinci ve daha 6zel olan hiicre algilama ve sayma
yontemi, boyali hiicrelerden lazer g1 etkisi ile farkl
dalga  boylarinda yayillan floresan  sinyallerinin
toplanmasini igerir. Veriler, tek tek boyali hiicrelerden
toplanir. Belirli bir boyanin alinma derecesi, hiicrelerin
ayr alt popiilasyonlara ayrilmasina izin verir. Bu nedenle

akig sitometri verileri, hiicre zar1 biitiinligiiniin derecesi,
buna bagli olarak hiicre canliliginin gésterilmesi, hiicre i¢i
enzim aktivitesinin varligi ve DNA baz bilesimi gibi farkli
ozellikleri yansitabilmektedir (Egli ve Kotsch, 2015;
Kennedy ve Wilkinson, 2017; Wilkinson, 2018).

3-Cok renkli floresan boya (2-17 renk) kullanilarak
isaretlenen antikor ile yapilan analiz:

Bu yontemde membran biitiinligii, hiicre i¢i enzim
aktivitesi, membran potansiyeli, hiicre i¢i pH ve hiicre
bolinmesi ile ilgili gok parametreli veriler olusturmak igin
boya kombinasyonlar1 kullanilir. Hiicreler 6zel floresan
boyali antikorlar ile isaretlendiginde her bir hiicrenin yapisi
hakkinda ek veriler elde edilebilir. Bu yontem bir hiicrenin
tasidig1 iki veya daha fazla 6zelligi bir seferde gosterebilme
kolaylig1 saglamaktadir (Sekil 3) (Wilkinson, 2016).

4- Hiicre zari gegirgenliginin artirilmast yoluyla
yapilan analiz:

Hiicre igerisindeki antijenlerin ve hiicre i¢i yapilarin,
eklenen floresan boya ile isaretli antikorlar kullanilarak
incelenmesini saglayan bir yontemdir (Maecker ve ark.,
2005; Azkur, 2012).
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Bu sekilde her bir hiicre veya hiicre pargasi lazer
demetinin iginden gecerken saptirilan lazer 1s181 ve
hiicreler tarafindan yayilan floresan isik bir araya getirilir.
Optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga boylarina
gore ayrilarak, analog sinyallere donistiiriliir. Bu sinyaller
dijitallestirilerek, histogramlar halinde ekrana aktarilir.
Histogram, olgiilen parametrelerin frekans dagilimlarinin
gorsel sunumudur (Karaboz ve ark., 2008).

Yukarida g¢aligma prensibi ve yapisi hakkinda bilgi
verilen temel akig sitometri (traditional flow cytometry)
cihazda yapilan bazi degisiklikler ve eklentilere bagh
olarak ¢esitlilik gdstermektedir. Hiicre siralayicilari (cell
sorters), akustik odaklama sitometreleri (acoustic focusing
cytometers), goriintiileme akis sitometreleri (imaging flow
cytometers), kiitle sitometreleri, boncuk dizi analizi i¢in
sitometreler (cytometers for bead array analysis), spektral
analizciler (spectral analyzers) gibi ¢esitleri bulunmaktadir
(McKinnon, 2018).

Mikrobiyoloji ¢aligmalar1 agisindan goriintiilleme akis
sitometrinin gelistirilmesi 6nem tasimaktadir. Onceleri
akig sitometri cihazlar ile hiicrelerin veya bilesenlerinin
morfolojik karakterlerinin ayrintili olarak belirlenmesi
olanaksizdi. Giiniimiizde bu sorun mikroskopi ve akig
sitometrinin  tek  bir  sistemde  birlestirilmesiyle
¢ozlilmiistiir. Standart yontemlere (kiiltiirel sayim ve temel
akis sitometri) alternatif oldugu disiiniilen goriintiileme
akig sitometri, hiicrenin fizyolojisi ve morfolojisi hakkinda
bilgi saglamaktadir. Tamamlayici boyalarin kullanimi ile
metabolik aktivitelerine ve membran hasarina gére gruplar
belirlenebilmektedir (Kieps ve ark., 2023).

Gida Mikrobiyolojisi Alaninda Akis Sitometri

Son 25 wyilda ¢ok parametreli akig sitometri
mikrobiyolojide, 6zellikle biyoteknolojik ¢alismalarda,
gida muhafazasi, kKimyasal dezenfeksiyon islemleri, klinik
ve endiistriyel uygulamalar icin patojen sayiminda giiglii
bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Akis sitometri tekniginin
kesfinden bu yana hiicre biiyiikliigii (Howard, 2001), DNA
icerigi (Steen ve ark., 1982), DNA baz bilesimi (Van Dilla
ve ark., 1983), RNA igerigi (Wenisch ve ark., 1997),

protein igerigi (Ormerod, 2000), hiicre antijenleri ve
yogunluklar1 (Lloyd, 1993) belirlenebilmektedir. Ayrica
metabolik aktivite ve membran gegirgenliginin arttirilmasi
yoluyla canlilik tespiti (Jaroszeski ve ark. 1998), tibbi
teshis (Diaz ve ark., 2010; Aebisher ve ark., 2017), su
aritma ve suyun iletilmesi sirasinda olusabilecek
bulagilarin belirlenmesi (De Roy ve ark., 2012; Egli &
Kotsch, 2015) miimkiin olabilmektedir. Bunlara ilaveten
bira fermantasyonu (Achilles ve ark., 2006; Biihligen ve
ark., 2014), siit endiistrisi (Pane, 2013; Doolan ve ark.,
2014; Yanachkina ve ark., 2016), probiyotik kiiltiirler ve
tirlinler (Davis, 2014; Raymond & Champagne, 2015) gibi
alanlarda da galismalar yapilmaktadir.

Her gegen giin bu calismalara yenileri eklenmekte ve
akig  sitometrinin  kullanildign  alanlar daha da
genislemektedir. Yontemin kullanildigi aragtirmalarin yan
sira, caligmalarin bir kisminda akis sitometri yontemi ile
diger yontemlerin kiyaslandigi da goriilmektedir. Akis
sitometri ve kiltirel sayim (Michelutti ve ark., 2020;
Sielatycka ve ark., 2021) yontemlerinin karsilagtirildig
caligmalara ilaveten, akis sitometri ve RT-PCR (Bolzon ve
ark., 2022), ELISA (Cetin ve ark, 2018),
immunohistokimya (Sarma ve ark., 2023), mikroskopi
yonteminin (Uehlinger ve ark., 2008) karsilastirildig:
calismalar dikkati gekmektedir. Sekil 4’de akis sitometri
ile karsilagtirilan diger yontemler 6zet olarak verilmistir.
Bu kiyaslama c¢alismalart gidalarda patojenlerin ve
bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin yani sira
fermente gidalarda yararli mikroorganizmalarin sayimi ve
tanisina yonelik olarak gergeklestirilmektedir.

Mikrobiyoloji, gida endiistrisi igin oldukg¢a dinamik ve
onemli bir aragtirma, kalite kontrol ve iriin geligtirme
dalhidir. Gida sektoriinde gida giivenligi agisindan analiz
sonuglarmin hizl bir sekilde elde edilmesi mikrobiyolojik
onlemlerin zamaninda almabilmesi igin bir gerekliliktir.
Tiim diinyada gida endiistrisinde bir dizi patojenin ve
bozulma etmeninin iriinlerde miimkiin oldugunca yok
edilmesini saglamak i¢in ¢ok fazla zaman ve para
harcanmaktadir. Bu sekilde, Enterobacteriaceae, E. coli
0157:H7 ve Staphylococcus aureus gibi bakteriyel
patojenleri iceren gidalardan kaynaklanan tiiketici
hastaliklarini 6nlemek miimkiin olmaktadir.

KULTUREL
SAYIM YONTEMI

MIKROSKOP YONTEMI

IMMUNOHISTOKIMYA

Sekil 3. Akis sitometri yontemi ile karsilagtirmasi yapilan diger yontemler
Figure 3. Flow cytometry method compared to other methods
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Akig sitometrinin genel endiistriyel uygulamalart
arasinda 1s1l iglem, piskiirterek kurutma ve dondurarak
kurutma gibi islem adimlarim takiben hiicre hasarmin
tahmin edilmesi ve biyoproseslerin izlenmesi de yer
almaktadir. Bunun yani sira fermantasyon yoluyla farkli
organik asitler, tat ve koku tizerinde etkili ¢esitli bilesenler
tireten, gidanin tekstiiriinii gelistiren mikroorganizmalar da
akis sitometri ile incelenebilmektedir (Diaz ve ark., 2010).
Probiyotik iceren gidalarda ise canlilik belirleme, etiket
bilgilerinin dogrulanmas1 vb. g¢aligmalar yapilmaktadir.
Cizelge 1’de tiim bu ¢aligmalara 6rnek olusturacak sekilde
secilmig arastirmalar goriilmektedir.

Gida Mikrobiyolojisinde Akis Sitometri Kullanmilmasinin
Yararlart

Akis sitometri tekniginin mikrobiyolojik analizler
acgisindan temel istiinliikleri; hizli tahlil siireleri ve veri
iretimi (1-2 dakika), numune basina analiz edilebilen
yiiksek sayida hiicre (10.000 ve {istii), minimum numune
hacmi (5 pl'den itibaren) olarak bilinmektedir. Bunlara
ilaveten yiiksek verimlilik potansiyeline sahip olmasi,
hiicre canliliginin, yapisinin ve metabolizmasinin gesitli
yonlerini incelemek i¢in mevcut ¢ok sayida boyama ve
geleneksel kaplama tekniklerine kiyasla daha az is giicti ve
alan gerektirmesidir (Taneli, 2007; Wilkinson, 2016). Akis
sitometrinin kendine 6zgii ve oldukga giiclii bir Ustiinliigii
ise, hiicreleri fiziksel olarak birbirinden ayirabilmesidir.
Boylece daha ileri analizler yapabilmek igin belirli
hiicrelerin saf drneklerini elde etmek miimkiin olmaktadir.
Bunun yani sira yazilim yenilenmesi ya da yeni antikorlar
iretilmesi yoluyla gelistirilebilir bir cihaz ve yontemdir.

Akig sitometrinin istiinliiklerini vurgulamak agisindan
asagida gida patojenleri ve probiyotik ozellik gosteren
LAB’yi konu alan ¢aligmalara drnekler verilmistir. Xue ve
ark. (2016)’nin yaptiklar1 ¢aligmada oligoniikleotid prob
kullanilarak ¢ok sayida farkli bakteri varliginda az sayidaki
E. coli ve Shigella hiicrelerinin hizli tespiti saglanmustir.
Bu nedenle gelistirilen yontem, gida endiistrisinde bulagsma
riskine karst E. coli ve Shigella hiicrelerinin hizli,
ekonomik ve istikrarli tespiti i¢in kullanilabilir olarak
kabul edilmistir. Ayn1 zamanda akig sitometri igin
orneklerin hazirlanmasi genetik temelli yontemler igin
ornek hazirlamaya gore daha az zaman alicidir (2 saate
kars1 5 dakika).

Akis sitometrinin hiz, zaman ve giivenilirligini ortaya
koymak amaciyla yapilan diger bir calismada ¢ig 1spanakta
E. coli 0157:H7 varlig1 aragtirilmistir. Bu amagla Birlesik
Devletler Gida ve ila¢ Idaresi’nin (U.S. Food and Drug
Administration, FDA) bakteriyolojik analizler el kitabinda
bulunan yontemle akis sitometri kiyaslanmigstir. E. coli
0157:H7 igeren 10 adet ornek her iki yontemle
incelenmistir. Akis sitometri ile E. coli 0157:H7 iceren 10
adet ornekten 6 adedinde, klasik yontemle ise 5 adedinde
pozitif sonu¢ alinmistir. Hiz ve dolayisiyla zaman
acisindan degerlendirildiginde ise akis sitometri 9 saatte,
klasik yontem ise 51 saatte sonug vermistir (Williams ve
ark., 2015).

Gandhi ve Shah (2015)’in yaptiklar1 c¢alismada,
Lactobacillus acidophilus CSCC 2400, Lacticaseibacillus
casei (L. casei) ASCC 290 ve Bifidobacterium longum
CSCC 5089'un canlilik ve membran biitiinliigii ilizerine
degisen sodyum kloriir konsantrasyonlarinin (%0-5) etkisi
geleneksel yontem ve akig sitometri ile kargilagtirilmistir.

Bu bakterilerin hiicre esteraz aktivitesi ve membran
bitiinliigli iizerine farkli NaCl konsantrasyonlarinin
etkisini degerlendirmek igin karboksifloresan diasetat
(cFDA) ve propidyum iyodiir ile ¢ift boyama yapilmistir.
Sonug olarak incelenen bakteriler arasinda L. casei ASCC
290'n metabolik aktivitesi ve tuz direncinin en yliksek
oldugu bulunmustur. Bu c¢alismada akis sitometrinin
kiiltiirel sayim yontemine kiyasla avantajli bir sekilde
hiicrelerin metabolik durumunu yansittigr gorilmistiir.
Akis  sitometrinin  bakterilerin  tuz  direncinin
belirlenmesinde ve tuza direngli bakterilerin se¢iminde
yararli olacagi ileri siiriilmiistiir.

Klasik yontemlere kiyasla sagladigi bu avantajlarin
yant sira akis sitometride alinan sonuclarin ortalamalarina
ait standart sapmalar %10°dan daha az degiskenlik
gOsterir. Ayrica saatte yapilabilecek test sayisi (1 saatte
48'e kadar) dikkate alindiginda reaktifler nispeten ucuzdur
(Michelutti ve ark., 2020; Bolzon ve ark., 2022).

Guda Mikrobiyolojisinde Akis Sitometri Uygulamasinin
Sorunlart

Birgok {istiinliigii olmasina kargin akis sitometri yontemi
sadece akigkan icindeki hiicrelerin analizi igin uygundur.
Hiicrelerin dokulardan ayristirilarak bir akiskan igerisine
alinmig olmasi gerekmektedir. Akis sitometri cihazlar1 ¢ok
ozel ve ayrintili cihazlar oldugundan, tam performans ile
giivenilir sonuglar elde edilmesi i¢in sadece cihaza hakim ve
cok iyi egitim almis kullanicilara ihtiyag duyulmasi da
kisitlayicl bir durum olusturabilir (Sobeli & Kayaardi, 2014).
Bunlara ilaveten otofloresan olusturan partikiiller iceren gida
orneklerinin analizinde, bakteri hiicrelerinin tespit edilmesi
otofloresan ile engellenebilir. Bu nedenle baz1 6zel 6rnek
hazirlama iglemleri gerekebilir. Hazir yemekler gibi icerigi
zengin gida 6rneklerinde DNA/RNA iceren bilesenler, hiicre
canliligmi belirlemek amaciyla kullanilan DNA temelli
boyalara baglanarak soruna yol agabilir. Gidalarda patojen
analizi acisindan Onemli bir sorun da, akis sitometride
kullanilan boyalarin g¢ogunun patojenlerin tiir diizeyinde
tamisina olanak vermemesidir. Ancak, floresan in situ
hibridizasyon (FISH) gibi DNA temelli tekniklerin akis
sitometri ile birlikte kullamlmasi veya mono/poliklonal
antikorlarin kullanimi ile bu sorun ¢6ziilebilmektedir. Diger
6nemli bir sorun ise akis sitometri ile gida orneklerindeki
mikrobiyota i¢inde bulunan bir patojeni saptamak i¢in gerekli
Ozel antikorlarin piyasada bulunmamasidir (Wilkinson,
2016). Akis sitometrinin gida mikrobiyolojisinde kullanima
yonelik Gistiinliikleri ve sorunlar Cizelge 2’de 6zetlenmistir.

Su Kalitesinin Belirlenmesinde Akig Sitometri

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde sehir sularma
mikroorganizmalarin bulagsmas1 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Bakteriler (Salmonella, Shigella, Vibrio
cholera), viriisler (Rotavirus, Norovirus), protozoa
(Giardia ve Cryptosporidium) ve siyanobakterler (Nostoc
vb.) gibi mikroorganizmalar i¢gme sularindaki baslica
patojenlerdir. Siyanobakterler su kaynaklarinda alg
patlamasina yol agar ve siyanotoksinler gibi zehirli
bilesikler olusturur. Sulardaki patojenlerin ana kaynaklari
evcil ve vahsi hayvanlarin diskisi, kanalizasyon sular1 ve
endiistriyel/ilag sanayi atiklaridir. Kotii ydnetim ve
bilingsizlik bu sekilde bulasan sularin tiiketilmesiyle
insanlarda su kdkenli hastaliklara neden olur (Rani et al.,
2024).
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Cizelge 1. Akig Sitometri Yonteminin Kullanildig1 Gida Miihendisligi Alanindaki Calismalar
Table 1. Studies in the Field of Food Engineering Using the Flow Cytometry Method

No | Yil Yontem Yaym Baghgi Referans

1 1993 KY/AS Appllcz?mon of flow cytometry to rapid microbial analysis in food and Laplace-Builhé ve ark.,
drinks industries. 1993

2 1994 KY/AS Rapid determination of antifungal activity by flow cytometry. Green ve ark., 1994

3 1998 IMBA/AS Rapid deteptlon of Escherichia c_ol_l 0157:H7_ using immuno-magnetic flow Seo ve ark., 1998
cytometry in ground beef, apple juice, and milk.

4 2000 KY/MY/AS A rovy c_ytometry method for rapid detection and enumeration of total Gunasekera ve ark.,
bacteria in milk. 2000

5 2001 KY/AS Rapid detection of viable yeasts and bacteria in wine by flow cytometry. Malacrino ve ark., 2001

6 2002 KES/AS Rz_ipld Qetectlon of single cell bacteria as a novel approach in food Haese ve Nelis, 2002
microbiology
Potential for broad applications of flow cytometry and fluorescence Gunasekera ve ark.,

7 2003 KY/AS - L : ;
techniques in microbiological and somatic cell analyses of milk. 2003

8 2008 KY/AS/L Flow-cytometrlc_ tot_al bacterial cell counts as a descriptive microbiological Hammes ve ark., 2008
parameter for drinking water treatment processes.

9 2009 AS Flow cytometry applications in the food industry. Comas-;i(;gg/ e Rius,
Effect of salt on cell viability and membrane integrity of Lactobacillus

10 | 2015 KY/AS acidophilus, Lactobacillus casei and Bifidobacterium longum as observed Gandhi ve Shah, 2015
by flow cytometry.

11 | 2015 KY/AS Level 2 vqlldatlpn of a.ﬂOV\_I cytometric method for detection of Williams ve ark., 2015
Escherichia coli 0157:H7 in raw spinach.

12 | 2015 KY/MY/AS The use o_f flow cytometry to accurately ascertain total and viable counts of Raymond ve
Lactobacillus rhamnosus in chocolate. Champagne, 2015
Flow cytometry and pathogen screening in foods. In High Throughput

13 | 2015 AS Screening for Food Safety Assessment: Biosensor Technologies, Taitt ve North, 2015
Hyperspectral Imaging and Practical Applications.

14 | 2016 KY/AS The_:-effects of orange juice clarlflcatlpn on the_ physiology of Escherichia Anvarian eve ark., 2016
coli;growth-based and flow cytometric analysis.

15 [ 2017 AS Application of flow cytometry to wine microorganisms. Longin ve ark., 2017
Investigation of damage to Escherichia coli, Listeria monocytogenes and de Sousa Guedes ve de

16 | 2018 AS Salmonella enteritidis exposed to Mentha arvensis L. and M. piperita L.

L T - Souza, 2018

essential oils in pineapple and mango juice by flow cytometry.

17 | 2019 As/PCR Compositional assessment of bacterla! communities in probiotic Lugli ve ark., 2019
supplements by means of metagenomic techniques.

18 | 2020 KY/AS Next-generation _mul_tlparamete:\r flow cytometry assay improves the Fallico ve ark., 2020
assessment of oxidative stress in probiotics.

19 | 2020 KY/AS A novgl pharmaceutical approach for the analytical validation of probiotic Michelutti ve ark., 2020
bacterial count by flow cytometry.

20 | 2001 KY/AS Bam!lu_s spore enumeration using flow cytometry: A proof of concept for Genovese ve ark., 2021
probiotic application.

21 | 2021 As Potentla_l of_flov_v cytometric approaches fo_r rapid microbial detection and Zand ve ark., 2021
chracterization in the food Industry—a review.

29 | 2022 KY/AS/RT- An I_ntegrated Analytical Approach for the Characterization of Probiotic Bolzon ve ark., 2022

PCR Strains in Food Supplements.

23 | 2022 AS/PCR The Pr_oblotlc Id_ent_lty Card: A Novel “Probiogenomics” Approach to Lugli ve ark., 2022
Investigate Probiotic Supplements.

o1 | 2023 KYIAS Insights into the enumeration of mixtures of probiotic bacteria by flow Tracey ve ark., 2023
cytometry.
Imaging Flow Cytometry Demonstrates Physiological and Morphological L

25 | 2023 GASIKY Diversity within Treated Probiotic Bacteria Groups. Kieps ve ark., 2023

26 | 2023 KY/AS Multlpara}meter flow cytometric enumeration of probiotic-containing Sielatycka ve ark., 2023
commercial powders.

27 | 2024 As Optl_m_lzat_lon of the flow cytometry methqd_of detection, quantification and Ratajczak ve ark., 2024
qualification of microorganisms in carrot juice.
Rapid and accurate flow cytometric enumeration of viable Listeria

28 | 2025 KYI/AS monocytogenes in beef via propidium monoazide and fluorescent Liu ve ark., 2025
molecular probe.

29 | 2025 KY/MY/AS CAyr;g%zlts;;f vegetative cells and spore germination in food using flow Kawai ve Nakano, 2025

30 | 2025 As Flow Cytometry in Microbiology: A Review of the Current State in Sliwa-Dominiak ve

Microbiome Research, Probiotics, and Industrial Manufacturing.

ark., 2025

AS: Akis Sitometri, KY: Kiiltiirel Yéntem, IMBA: Immiinomanyetik Boncuk Ayirma, MY: Mikroskop Yoéntemi, KFS: Kati1 Faz Sitometrisi, L:
Luminometre, PCR: Polimeraz Zincir Reaksyonu, RT-PCR: Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu, GAS: Gortintiilleme Akig Sitometrisi; AS:
Flow Cytometry, KY: Cultural Method, IMBA: Immunomagnetic Bead Separation, MY: Microscope Method, KFS: Solid Phase Cytometry, L:
Luminometry, PCR: Polymerase Chain Reaction, RT-PCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction, GAS: Imaging Flow Cytometry
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Cizelge 2. Akig sitometri tekniginin gida sektorii agisindan iistiinliik ve sorunlari
Table 2. Advantages and disadvantages of flow cytometry technique in the food industry

Ustiinliikler

Sorunlar

Hizli sonug verme

Sayim sonucu alabilme

Hiicreleri fiziksel olarak ayirt edebilme
Saf hiicre elde edebilme

Duyarlilik

Canli-6li hiicre ayirimi yapabilme
Pratiklik ve kolaylik

Az 6rnek kullanma

Besiyerine ihtiyag olmamasi
Gelistirilebilir olmasi

Daha az degiskenlik (standart sapma)
Morfolojik 6zellikler agisindan veri elde edilmesi

Siispansiyon gerekliligi
Profesyonel kullanici ihtiyaci
Otofloresan riski

Spesifik olmayan baglanma

Su, igilerek tiiketilmesinin disinda birgok gida
maddesinin  temizlenmesinde ve islenmesinde de
kullanilmaktadir. Bu nedenle su kalitesinin belirlenmesi ve
giivence altina alinmasi gida endiistrisi agisindan biiyiik
Onem tasimaktadir. Giivenli ve etkili su aritimi, dagitimi ve
yeniden kullaniminin saglanmast vb. asamalarda su
kaynakli mikroplarin belirlenmesi ve izlenmesi icin
giivenilir yontemler gerekmektedir. Geleneksel kiiltiir
yontemlerine kiyasla, akis sitometri canli ve 6lii hiicrelerin
ayrimi, hiicresel metabolizma aktivitelerinin
degerlendirilmesi  ve  diisik  konsantrasyonlardaki
mikroorganizmalarin tespiti gibi avantajlar saglamaktadir.

Canli ve 6li hiicrelerin ayirt edilmesinde, genellikle
floresan boyalar (6r. propidyum iyodiir, SYBR® Green |
vb.) kullanilarak hiicre membran bitinliigi, membran
potansiyeli ve esteraz aktivitesi analiz edilir (Berney ve
ark., 2007). Canlihigin belirlenmesinin yani sira akis
sitometri dogal su kaynaklarinda bulunan mikroorganizma
topluluklarimin ~ kompozisyonunu belirlemek i¢in de
kullanilir.  Ozellikle, bakteri ve alg tiirlerinin hizl
siiflandirilmast yapilabilmektedir (Van Nevel ve ark.,
2013). Boylece su ekosistemlerinin mikrobiyel kalitesini
ve biyolojik ¢esitliligini  degerlendirmek miimkiin
olmaktadir. Ayn1 zamanda akis sitometri, 6zellikle igme
suyu sistemlerinde mikrobiyal kontaminasyonun hizli bir
sekilde tespiti i¢in uygulanmaktadir. Bu teknoloji,
Legionella spp., Escherichia coli gibi patojenlerin
izlenmesinde ve mikrobiyal yiikiin ol¢iilmesinde etkili
sonuglar vermektedir (Wang ve ark., 2010).

Bilgisayar teknolojisi, istatistik ve matematik
modellemedeki gelismeler yiiksek ¢oziintrliklii akis
sitometri parmak izlerinin elde edilmesini saglamistir. Bu
gelismeler, igme suyunun kaynagindan musluga ulasana
kadar anlik olarak ¢evrim igi izlenmesi agisindan Gnem
tasimaktadir. Elde edilecek biiyiik veri, yapay zeka ve
makine O6grenmesi Yoluyla degerlendirilerek sorunlar
onceden tahmin edilebilecektir. Buna bagli olarak akig
sitometri ile su dezenfeksiyon islemlerinin etkisi de
izlenebilmektedir (Claveau ve ark., 2024, 2024a; Pluym ve
ark., 2024). igme suyu dagitim hatlar1 gibi karmagik
ekosistemlerde  bakterilerin ~ yam1  sira,  virisler,
bakteriyofajlar, protozoa  ve  yiksek  canlilar
bulunabilmektedir. Ancak giincel uygulamalarda bunlar
izlenmemekte ve halk sagligi sorunlarina yol
acabilmektedir. Bu agidan akis sitometri uygulamalarinin
potansiyeli yiiksek goriilmekle birlikte bazi sorunlar1 da

icermektedir. Cevresel ve Klinik 6rneklerde akig sitometri
ile viriis sayim (akis virometri) yayginlagmakla birlikte, su
orneklerinde standart akis sitometri analizlerinin kesinligi
ve duyarlilig ile ilgili yeterli arastirma bulunmamaktadir.
Dlusskaya ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada su
orneklerinde virlis sayiminin dogru sekilde yapilabilmesi
icin viriislerin Su matrisinden ayrilarak viriis igermeyen
tampon cozeltilere aktarilmasi gerektigi bildirilmistir. Akig
sitometride kullanilan arka plan maddeleri ve SYBR green
boyas1 ile tepkimeye giren viriis benzeri kolloit yapilar
hatali pozitif sonuglara yol agmistir. Arastirmada standart
akig sitometri uygulamalar1 ile kiigik genom boyutuna
sahip (<150 kbp) insan enterik viriisleri ve bakteriyofalar
belirlenemediginden bu yontemin dogadan alian su
orneklerinde virlis sayimina uygun olmadigi sonucuna
varilmistir. Daha sonra yapilan ¢esitli ¢alismalarda bu
soruna ¢oziim olusturulmasi agisindan bazi ydntemler
denenmistir. Ornegin Hayes ve ark. (2023) graniiler aktif
karbon kullanarak eglence amacgli yararlanilan bir gélde
enterik olan ve olmayan sekiz patojenik viriisiin varligin
belirlemistir. Bu yontemle viriislerin 6rnek alinan yerde
sudan ayrilmasi saglandigi gibi klasik yontemlere gore
daha basarili sonug elde edilmistir. G6lde adenoviriisiin en
yaygin viris oldugu, ardindan solunum sinsityal viriisi,
norovirls, enteroviriis, influenza A, SARS-CoV-2 ve
rotaviriisiin geldigi bulunmugtur. Viriis varligi su boru
hatlarinda da izlenebilmektedir. Safford ve ark. (2023)
tarafindan atik su boru hatlarinda viriis varhgmmn akis
virometri ile anlik olarak izlenmesine olanak saglayan bir
yontem gelistirilmistir. Bu yonteme ilaveten elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde bir kiimeleme (clustering)
algoritmasindan yararlanilarak atik su matrisinde virtislerin
dogru sekilde belirlenmesi saglanmisgtir.

Akis sitometri gesitli 6rneklerde protozoa belirlenmesi
ve sayimi i¢in de kullamilmaktadir. Ancak igme suyunda
patojenik protozoanin belirlenmesine yonelik sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Luo ve ark. (2021) tarafindan
yapilan ¢aligmada, igme suyunda Cryptosporidium ve
Giardiamin yiiksek verimli tespiti i¢in derin 6grenme
destekli  bir goriintileme akig sitometri  sistemi
gelistirilmigtir.  Bu  sistemin  %99.6'nin  {izerinde bir
siiflandirma dogrulugu, %97.37 duyarlilik ve %99.95
Ozgiillik elde edebildigi ve saniyede 346 karelik yiiksek
hizl analiz yetenegine sahip oldugu ileri siiriilmustiir.
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Akis sitometri ile gesitli su kaynaklarinda algler ve
olusturduklar1 toksinlerin  belirlenmesi de miimkiin
olmaktadir. Akig sitometri ile su orneklerinde alglere
yonelik  caligmalarda  su  kaynaklarindaki  alg
popiilasyonlar1 izlenerek su kalitesi agisindan olusacak
sorunlar erken tespit edilebilmektedir. Buna ilaveten alg
sayimi yapilabilmekte ve tiirleri belirlenebilmekte, su
ortamindaki toksik maddelerin algler iizerindeki etkileri
incelenebilmektedir (Gliner, 2012). Aym zamanda akis
sitometri, hiicrelerin boyut, graniilarite ve floresan
Ozelliklerini Glgerek, alglerin toksin {iretim siireclerini ve
cevresel stres faktorlerine tepkilerini degerlendirmede
kullanilir. Ozellikle, toksin iireten alg tiirlerinin tespiti ve
izlenmesinde bu teknikten yararlanilir. Mirasbekov ve ark.
(2021)’nin yaptigt ¢aligmada Ural Nehri’nden alinan su
orneklerinde toksik alg tiirlerinin tespiti i¢in gériintilleme
akig sitometri ve molekiiler biyolojik tekniklerden
yararlanilmistir. Akig sitometri ile 6rneklerdeki baskin alg
tirlerinin tanis1 yapilmistir. RT-PCR ile de bu baskin
tirlerde mikrosistin ve saksitoksin iiretiminden sorumlu
genlerin varligi belirlenmistir. Su {riinleri ireticiligi

acisindan  toksin ireten alglerin yaratacagi riskler
vurgulanmustir.
LAB’ye Yinelik Akus Sitometri Calismalari
Tiiketiciler ~yasam  kalitelerini  korumak veya

gelistirmek icin ilaglara alternatif yaklagimlar aradik¢a
probiyotik igeren gidalar ve gida takviyesi olarak
probiyotikler en popiiler biyoaktif {iriin kategorilerinden
biri haline gelmistir. Probiyotik olarak kullanilan
bakterilerin  ¢ogunlugunu LAB olusturmaktadir. Bu
bakteriler ayn1 zamanda peynir, yogurt gibi siit tiriinlerinin,
sucuk, pastirma gibi et iiriinlerinin, tursu, salamura yaprak
gibi sebze tirlinlerinin fermantasyonunu
gerceklestirmektedir. Bu fermente gidalarin mililitresinde
ya da gramimda <108 kob LAB bulundugundan, LAB’nin
akig sitometri ile belirlenmesi patojenlerin saptanmasindan
daha kolay olmaktadir. Hiicre sayisinin dogru belirlenmesi
acisindan  fermente  gidalardan  aliman  Grnekler
seyreltilirken, patojen analizi icin gida orneklerinin
konsantre edilmesi gerekir.

Gerek gida fermantasyonlarim gerceklestiren gerekse
probiyotik 6zelliklere sahip olan LAB’ye yonelik akis
sitometri ¢aligmalarinda temel olarak canlihigin belirlenmesi
tizerinde durulmustur. Bu amagla akig sitometri ile yapilan
baz1 ¢alismalarda metabolik aktivite (hiicre i¢i ¢esitli enzim
aktiviteleri) incelenirken, bazilarinda ise  membran
gecirgenliginin belirlenmesi yoluyla canlilik incelenmistir.
Akig sitometri  sonuglarimin  dogrulanmasinda  kdiltiirel
yontemle canli hiicre sayimmindan yararlamlmustir. Bunun yam
sira akig sitometri probiyotik {iriinlerin Kalite kontrolii,
endiistriyel olarak probiyotiklerin {retilmesi sirasinda da
kullanilmaktadir. Dondurarak kurutma, piiskiirterek kurutma,
mikroenkapsiilasyon gibi teknolojik islemlerin yarattig: stres
kosullarina  dayamklillk ve endiistriyel fermantasyon
stireglerinin ~ optimizasyonuna  yonelik  analizlerde
yararlamlmaktadir. Asagida bunlardan bazilari 6zetlenmistir.

Bunthof ve Abee (2002) siit, siit baslatic1 kiiltiirleri ve
probiyotik tiriinlerdeki LAB’nin canliligini iki farkli boya
kullanarak incelemistir. Enzimatik aktiviteye sahip canli
hiicreleri boyayan cFDA ve membran gegirgenligi artmig
olii hiicreleri boyayan TOTO-1 bu amagla kullanilmustir.
CFDA canli hiicrelerde esteraz aktivitesi sayesinde floresan

sinyali tretirken, TOTO-1 oli hiicrelerin  DNA'sina
baglanarak floresan saglamaktadir. Siitte siispanse edilmis
Lactiplantibacillus plantarum WCFS 1’in canlilik diizeyi
belirlenmis ve canliligin 6rnek hazirlama islemlerinden
etkilenmedigi gosterilmistir. Siit fermantasyon baslatici
kiiltiirleri ve probiyotik triinlerde akis sitometri toplam
hiicre sayilari, kiltirel yontemle elde edilen sayim
sonuglarindan 6nemli Olglide yiiksek tespit edilmistir.
Bunun nedeni akig sitometri ile ti¢ farkli fonksiyonel
popiilasyonun belirlenebilmesidir. Bunlar; laboratuvar
kosullarinda firetilebilenler, iiretilemeyenler ve membran

gecirgenligi  artmig olanlardir. Uygulanan yontem
fermantasyon baslatic1  Kkiiltiirlerinde ve probiyotik
iiriinlerde farkl popiilasyonlarin islevselligini

degerlendirmeye elverisli bulunmustur.

Hiicre i¢i enzim aktivitelerinin analizi i¢in de akis
sitometriden yararlanilmaktadir. Peynir gibi iriinlerde
iretim siirecinde laktik asit olusumu agisindan LAB
baglatict  kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Olgunlagma
sirasinda ise bu suslar canliligin1 koruyamaz ve otoliz ile
ac13a ¢ikan Pep X gibi hiicre i¢i peptidazlar iiriinde istenen
lezzetin olusumuna katkida bulunur. Akis sitometri ile
baglatic1 kiiltiirlerin otoliz diizeylerinin belirlenmesi Pep X,
Laktat Dehidrogenaz (LDH) vb. hiicre i¢i enzimlerin
aktivitesinin Olgiilmesiyle miimkiin  olmaktadir
(Wilkinson, 2016).

Probiyotiklere yonelik akis sitometri uygulamalarinda
ise temel olarak canli hiicre sayisinin belirlenmesi iizerinde
durulmustur. Probiyotiklerin saglik iizerine beklenen
yararlarin1 gosterebilmesi agisindan canli hiicre sayilar
Oonem tasimaktadir. Arastirmalarin yani sira uluslararasi

kurumlar ~ olan  International  Organization  for
Standardization (ISO) ve the International Dairy
Federation (IDF) tarafindan canli hiicre sayisimin

belirlenmesi i¢in altin standart olarak kabul edilen kiilttrel
sayim yonteminin yan sira akis sitometri de uygulanabilir
bir yontem olarak onerilmistir. Bununla ilgili olarak
hazirlanan "Siit ve siit iriinleri-baglatict kiiltiirler,
probiyotikler ve fermente triinler-LAB’nin akig sitometri
ile Olgiilmesi" baslikli  belgede akis sitometride
yararlanilmak tizere ii¢ farkli boyama yontemi verilmistir
(ISO 19344-IDF 232, 2015). Bu belgede onerilen
yontemlerden yararlanilarak piyasaya sunulmus ticari bir
probiyotikde Lactobacillus rhamnosus GG hiicreleri
incelenmistir. Canli hiicre sayiminin yani sira hasarl ve olii
hiicrelerin sayimi da yapilmigtir. Yontem hizli olmast,
alinan sonuglarin dogrulugu ve kesinligi nedeniyle
Onerilmistir (Pane ve ark. 2018). Benzer seckilde the
International Council for Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) yonergelerine uygun kosullarda
probiyotiklerin ~ depolama  sirasinda  kararliligimin
incelenmesi igin de kiilttirel yontemle sayim yapilmaktadir.
Giiniimiiz kosullarinda ise metabolik aktivitenin analizi
yoluyla sadece canli ve 6li hiicrelerin degil, canli olan
ancak laboratuvar kosullarinda firetilemeyen hiicrelerin
belirlenmesi de Gnem tasimaktadir (Sliwa-Dominiak ve
ark., 2025). Bu agidan akis sitometri, ICH sistemi ile kalite
kontrol degerlendirmesinde canli hiicrelerin sayilmasi
agisindan kiiltiire dayanmayan en uygun alternatif yontem
olarak bildirilmistir. Bu degerlendirme probiyotiklerin
canlt hiicre sayisinin akisg sitometrik analiz ve kiiltiirel
sayim yontemi ile belirlenmesi sonucunda yapilmustir.
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Akus sitometri, probiyotik sayimi i¢in uygun bulunmasinin
yani sira, canli Ve cansiz hiicrelerin tanimlanmasina olanak
vermesi, hiicrelerin fizyolojik durumu ve metabolik
aktivitesi hakkinda da bilgi saglamasi ile stiinlik
tasimaktadir.  Bu  nedenle  probiyotiklerin  kalite
kontroliinde kiiltiirel sayima kiyasla akis sitometri ile daha
etkili sonug alinmaktadir (Michelutti ve ark., 2020).

Bagirsak kokenli probiyotiklerin raf omrii boyunca
kararliligt {izerinde oksijenin olumsuz etkisi vardir. Bu
nedenle probiyotiklerde oksidatif stresin hizli ve dogru sekilde
izlenmesi 6nem tagimaktadir. Akis  sitometri ile
probiyotiklerde canlilik ve metabolik aktivitenin yani sira
oksidatif stres de incelenebilmektedir. Bu analiz hem
biyoproses optimizasyonu hem de kalite kontrolii agisindan
yararlidir. Fallico ve ark. (2020) tarafindan gelistirilen yeni
nesil gok parametreli yontemle serbest toplam reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve membran biitiinligli es zamanh olarak
Olgiilebilmektedir. ROS i¢in CellROX® Green ve membran
biitinliginin  analizi i¢in Propidium lodide problari
kullanilmugtir. Lactobacillus rhamnosus GG'nin dondurarak
kurutma, sprey kurutma ve H,O;’den kaynaklanan oksidatif
stres durumu ¢ok parametreli yontemle incelenmistir.
Kiyaslama amaciyla tek parametreli ROS ve membran
biitiinliigiiniin  6l¢timii de yapilmistir. Cok parametreli
yontemle membran biitiinligliniin ve oksidatif stresinin bir
arada degerlendirilmesi miimkiin olmustur.

Ticari probiyotiklerde sik karsilasilan sorunlar ambalaj
tizerinde belirtilen suslarin igerikte bulunmamasi, canli
hiicre sayilarimin yetersizligi ve bulasi etkenlerinin
varhigidir. Bu agidan Lugli ve ark. (2022)’nin ¢alismasi
Oonem tagimaktadir. Aragtirmacilar ticari probiyotiklerin
yukarida belirtilen 6zellikler agisindan hizli sekilde
incelenmesini  saglamak igin shotgun metagenomik
dizileme ve akis sitometri ile gergeklestirilebilecek
Probiyotik Kimlik Karti (PIC) adi verilen yeni bir
yaklagimi 6nermislerdir. Bu sekilde, 12 ticari probiyotik
degerlendirilmis, mikrobiyal bilesim ve canliliklar ile
ilgili bilgilerin, 5 tiriiniin tizerinde bulunan formiilasyon ile
tutarsizliklart ortaya ¢ikmustir. PIC  yaklasimi aym
zamanda standart kiiltiir temelli yaklagimlar kullanilarak
degerlendirilmesi zor olan birden fazla probiyotik susunu
kapsayan probiyotik takviyelerinin bilesimini incelemek
ve hiicre canliligin1 dogrulamak igin uygun bulunmustur.

LAB disindaki probiyotik 6zelliklere sahip bakterilere
yonelik ¢alismalar da bulunmaktadir. Son yillarda Bacillus
sp. suslar1 ticari probiyotik olarak ilgi gormektedir. Akis
sitometri ile hem canli bakteri hem de sporlarinin miktari
belirlenebilmektedir. Bu amagla LDS751/SYTO24
boyalar1 ile ¢ift boyama yapilmistir. Klasik yontemle
karsilastirildiginda yontemin tiretim ve Kalite kontrol
slirecinin daha iyi kontrol edilmesine olanak saglayacag:
belirtilmigtir (Genovese ve ark., 2021).

Goriildugi gibi akis sitometrinin hizli ve giivenilir
sonuglar vermesi nedeniyle LAB’ye yo6nelik ¢alismalarda
kullanimi1 yayginlagsmakta ve ¢esitlenmektedir.

Sonucg
Gida mikrobiyolojisinin degisen ihtiyaclar1
dogrultusunda hizli, hassas ve ¢ok yonli analiz

tekniklerine duyulan gereksinim artmaktadir. Bu baglamda
akig sitometri, yalmizca mikrobiyal hiicrelerin sayisal
degerlendirmesini degil, ayn1 zamanda canlilik durumu,

metabolik aktivite ve membran biitiinligii gibi fonksiyonel
ozelliklerin de belirlenmesini miimkiin kilan giiglii bir
analiz yontemi olarak o6ne ¢ikmaktadir. Probiyotik
iirtinlerde Kkalite kontrol, fermentasyon siirecinin takibi, su
kaynaklarinda mikrobiyal kontaminasyonun izlenmesi gibi
¢ok sayida alanda uygulanabilirligi kanitlanmustir.

Yontemin sundugu avantajlara karsin; 6rnek hazirlama
slirecinin standardizasyonu, floresan boya ve antikor temini
gibi baz1 teknik zorluklar ile cihaz kullaniminda uzmanlik
gereksinimi  uygulama alanlarimi  kisitlayabilmektedir.
Bununla birlikte, yazihm ve goriintilleme teknolojilerindeki
gelismeler, bu sinirlamalart agsma potansiyeline sahiptir.
Ozellikle kiiltiire dayal ydntemlerle elde edilemeyen ancak
fizyolojik olarak aktif olan hiicrelerin belirlenmesine olanak
tantyan yapisiyla akis sitometri, gida giivenliginde kritik bir
tamamlayici ara¢ konumundadir.

Sonug olarak, akis sitometrisi; teknik olanaklari, veri
iretim kapasitesi ve ¢ok parametreli yaklasimiyla, gida
mikrobiyolojisinde karar destek siireglerine  katki
saglayabilecek giiglii bir aragtir. Ancak yontemin etkin
bi¢imde kullanmilabilmesi i¢in hem ekipman hem de
kullanict diizeyinde belirli standartlarin  saglanmasi
gerekmektedir.

Beyanlar
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Makalede agiklanan arastirma igin higbir veri
kullanilmamugtir.
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