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Salmonella Typhi Ve ‹nsan Makrofaj Etkileflimlerinin

Lyve/Dead Baclight Boyama Yöntemi ‹le Gösterilmesi (*)

Bora EK‹NC‹(**), Selma DURUPINAR(**) 

ÖZET

Birçok hücre içi mikroorganizman›n neden oldu¤u infeksi-
yonlarda bakteriyel patojenlerle konak makrofajlar› ara-
s›nda iliflki vard›r. Mononükleer fagositer hücreler hücre
içi infeksiyon oluflturan organizmalara karfl› aktif etkin
hücrelerdir ve bu infeksiyöz ajanlar› oksijen ba¤›ml› ve
ba¤›ms›z yollarla öldürürler. ‹nfeksiyon esnas›nda konak
makrofajlar› ve bakteriyel patojenler aras›nda kompleks
ve dinamik bir iliflki söz konusudur. Makrofajlar içindeki
bakteriyel yaflam› inceleyen birçok çal›flmada toplam po-
pulasyondaki canl›l›¤› incelerler ve canl›l›ktan ziyade ay-
n› ortamda beraber bulunan fakat gözard› edilen canly ve
ölü bakteriler hep biraradad›r. Bu sonuçlar s›kl›kla infek-
siyon dinami¤ini tam olarak yans›tmaz.

Çalyflmam›zda insan monosit kökenli makrofajlar, iki adet
Salmonella typhi suflu ile 10 bakteriye 1 makrofaj olacak
flekilde infekte edilmifltir. Örnekler hem kültür hemde can-
l› ve ölü bakterilerin görsel olarak ay›r›m›n› sa¤layan LI-
VE/DEAD BacLight  boyama yöntemi ile incelenmifltir. 24
saatin sonunda klinik suflun, standart sufla oranla makro-
fajlar›n etkisine daha dirençli oldu¤u saptanm›flt›r. Bac-
Light  boyama yöntemi makrofajlar›n bakterisidal etkileri-
ni direk olarak görmemize olanak sa¤lam›flt›r.

Anahtar Kelimeler: BacLight Boyama Yöntemi, Salmo-
nella typhi, Makrofaj

SUMMARY

Estimating Of Interactions Between Salmonella Typhi
And Human Monocyte Derived Macrophages By Using
Baclight Staining System

Such infections caused by sorts of intracellular microorga-
nisms there is a relationship between bacterial pathogens
and host macrophages. Mononuclear phagocytes are acti-
ve effector cells to intracellular infectious organisms and
they kill those infectious agents by both oxygen dependent
and independent pathways. During the infection there is a
complex and dynamic interaction between host macropha-
ges and bacterial pathogens. The majority of studies exa-
mining bacterial survival within macrophages, have me-
asured viability of the total bacterial population and inste-
ad of viability, dead and live bacteria, which are being to-
gether have been overlooked. These results often give an
incomplete picture of the dynamics of the infection. 
In our study, human monocyte derived macrophages were
infected by two Salmonella typhi strains at a cell ratio of
10 bacteria per one macrophage (10:1). Specimens were
examined by both culture and LIVE/DEAD BacLight stai-
ning 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. With Bac-
Light stain it was possible for us to observe bactericidal ef-
fects of macrophages.

Key Words: Macrophage, BacLight staining system, Sal-
monella typhi.

G‹R‹fi

Mikroorganizmalar›n neden oldu¤u infeksiyonlarda
bakteriyel patojenler ve konak makrofajlar› aras›nda
etkileflim söz konusudur (1) Salmonella typhi’nin
neden oldu¤u infeksiyonun patogenezinde, bakteri-
nin barsak mukozas›n› geçerek makrofajlar içerisin-

de de yaflam›n› sürdürebilmesi önemlidir (2). Mono-
nükleer fagositler, hücre içi infeksiyon oluflturan or-
ganizmalara karfly etkin olan efektör hücrelerdir.
Makrofajlar infeksiyon etkenlerini oksijene ba¤ymly
ve oksijene ba¤›ms›z yollarla öldürürler (3,4,5). 

Konak makrofajlary ve bakteriyel patojenler aras›n-
da infeksiyon süresince  kompleks ve dinamik bir
iliflki vard›r. Makrofajlar ve bakterilerin birarada bu-
lundu¤u ortamlarda fagosite edilmifl ölü bakteriler
yan›nda fagosite olmamyfl veya makrofajlar içinde

(*) 9. Türk Klinik Mikrobiyoloji ve Ynfeksiyon Hastal›klar›
Kongresi, 3-8 Ekim 1999, Antalya’da sunulmufltur.
(**) Ondokuz May›s Üniversitesi, T›p Fakültesi, Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal›, Samsun.



29

üremelerini sürdüren canl› bakteriler de bulunmak-
tadyr. Makrofaj-bakteri  iliflkilerini arafltyr›lmas›na
yönelik çal›flmalarda bakteri popülasyonundaki can-
l›/ölü bakterilerin birlikteli¤i gözard› edilmekte ve
bakteri say›s› populasyondaki tüm canly bakteri sa-
y›s› olarak ifade edilmektedir (1). Dolay›s›yla can-
l›/ölü ay›r›m›n›n yap›lmad›¤› bu gibi sonuçlar infek-
siyon dinami¤ini tam olarak yans›tmamaktad›r. 

Çal›flmada S.typhi ve insan makrofaj etkileflimleri
canl› ve ölü bakterilerin floresan mikroskobunda di-
rekt olarak ay›r›m›n› sa¤layan LIVE/DEAD Bac-
Light boyama yöntemi ile araflt›r›lm›fl ve sonuçlar
kültür sonuçlar› ile karfl›laflt›r›lm›flt›r.

MATERYAL VE METOD

Sufllar: S.typhi-42 TA(2-1) standart suflu Ankara Re-
fik Saydam H›fz›ss›hha Enstitüsü’nden; klinik izolat,
O.M.Ü. Typ Fakültesi Merkez Lab., Bakteriyoloji
Ünitesine gelen gaita örneklerinden elde edildi. Sufl-
lar kullan›l›ncaya kadar %20 gliserollü Brain-Heart
Infusion (BHI) (Difco) besiyerinde sakland›. Bakteri
say›s› yumuflak agar kat yöntemiyle nutrient agarda
saptand›. Çal›flmada mililitrede 1 X 106 koloni olufl-
turan bakteri ( kob) kullan›ld›.

‹nsan Monosit Kökenli Makrofajlar: ‹nsan mono-
sit kökenli makrofajlar; HIV, Hepatit ve herhangi bir
infeksiyon hikayesi olmayan kiflilerin periferal kan-
lar›ndan Ficoll-Hypaque density gradient yöntemi
ile elde edildi (6,7). Makrofajlar RPMI 1640 + %10
Fetal Calf Serum (FCS)’u (Sigma) içeren hücre kül-
tür kaplar›nda, 37C’de, %5’lik CO2’li nemli ortam-
da 7- 12 gün inkübe edildi. Üç günde bir besiyeri de-
¤ifltirildi (2,6,8,9). 

Makrofajlaryn S.typhi ile ‹nfekte Edilmesi ve Ör-

neklerin Al›nmas›: Makrofajlar kültür kaplar›ndan
buz so¤uklu¤undaki %0.02  EDTA/PBS’te 10 daki-
ka bekletildikten sonra hücre kaz›y›c›s› (Costar) yar-
d›m› ile ayr›ld› (7). 

Makrofajlar, S.typhi sufllar› ile muamele edilmeden
bir gece önce, 96 kuyucuklu plaklara (Greiner) 104
hücre/kuyucuk olacak flekilde eklendi. Bir gece
37C’de, %5’lik CO2’li nemli ortamda inkübe edildi.

S.typhi sufllar› %10 insan serumu içeren ortamda
37ºC’de 30 dakika opsonize edildi. Makrofajlar›n
bulundu¤u ortamdaki besiyeri de¤ifltirildikten sonra
her kuyucu¤a makrofaj/bakteri 1:10 olacak flekilde
S.typhi sufllar› (105 bakteri/kuyucuk) eklendi. Plak
200 rpm’de 5 dk rotatorda homojen yay›l›m için çev-
rildikten sonra, fagositoz için 37C’de, %5’lik CO2’li
nemli ortamda 30 dak. inkübe edildi. Kuyucuklar fa-
gosite olmayan bakterilerin uzaklaflt›r›lmas› için
PBS ile y›kand› (1,5,6,9,10). Örnekler 0, 3, 6 ve 24.
saatlerde al›nd›. 

Örneklerin al›nma iflleminde besiyerleri uzaklaflt›r›-
larak, %0.5’lik sodyum deoksikolat (Sigma) eklendi
(1,4,9). Alynan örneklerin 100 l’si yumuflak agar kat
yöntemi ile kültüre al›nd› (11). BacLight boyama ifl-
lemi için örnekler 10000 X g’de 5 dak santrifuj edi-
lerek besiyeri uzaklaflt›r›ld›. Pellet 0.22 m porlu
membran filtreden filtre edilmifl deiyonize steril su-
da suspanse edildi. Suspansiyon 1ml bakteri suspan-
siyonu / 3l BacLight boya kar›fl›m› ile kar›flt›r›larak
15 dk oda ›s›s›nda inkübe edildi ve floresan mikros-
kopta incelendi. 

LIVE/DEAD BacLight Boyama Yöntemi

Çal›flmada BacLight boyas› Molecular Probes Inc.,
Oregon, A.B.D. firmasyndan sa¤land›.
BacLight boyas› canl› ve ölü bakterilerin floresan
mikroskobu ile direkt olarak ay›r›m›n› sa¤layan,
SYTO 9 ve Propidyum iodid boyalar›ndan oluflan iki
komponentli floresan bir boyad›r. SYTO 9 boyas› or-
tamdaki tüm bakterileri yeflil renge boyayarak, canl›
bakterilerin yeflil olarak gözlenmesine olanak verir.
Propidyum iodid boyas› ise, hücre membrany zarar
görmüfl olan bakterileri boyayan, daha önceden
SYTO 9 boyas› ile boyanm›fl ölü bakterilerdeki
SYTO 9 etkisini redükte eden ve k›rm›z› olarak göz-
lenmelerini sa¤layan boyad›r.

BULGULAR

Çal›flmada makrofajlar›n canl›l›klar› trypan mavisi
ile  >%90 olarak bulundu. Makrofajlar tarafyndan
fagositoz sonras› bakterilerin 0, 3, 6 ve 24. saatlerde-
ki geliflim dinamikleri BacLight boyama yöntemi ile
saptand› ve sonuçlar Tablo1 ve flekil 1’ de sunuldu.
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Makrofajlar›n S.typhi sufllaryna zamana göre etkileri
Tablo 2’de sunulmufltur.
BacLight boyas› ile bakteri popülasyonundaki canl›
ve ölü bakterilerin birarada saptand›¤› örnekler Re-
sim 1’de sunulmufltur. 
S.typhi klinik suflunun makrofaj etkisine daha di-
rençli ve standart sufla göre üremesinin daha h›zl› ol-
du¤u gözlendi. Makrofajlar›n zamana göre hücre içi
öldürme oranlar›n›n, klinik suflta azald›¤›, standart
suflta ise artt›¤› gölendi. 24. saatin sonunda klinik su-
flun makrofajlar›n etkisine daha dirençli oldu¤u sap-
tand›.
TARTIfiMA

Hücre içi patojeni olan S.typhi’nin neden oldu¤u tifo

birçok ülkede sorun olmay› sürdürmektedir.
S.typhi’nin kona¤a girdikten sonra yay›larak infeksi-
yon oluflturabilmesi için, önce makrofajlary infekte
etmesi gerekmektedir. Makrofajlara invaze oldu¤un-
da ise makrofaj›n lizozomal enzimleri ve sentezledi-
¤i ürünlerin oluflturdu¤u etkilerden kendini koruya-
bilmelidir (12). Hücre içinde yaflayan S.typhi’nin vi-
rulans özelli¤ini sa¤layan ve hücre içi yaflam›n› etki-
leyen 20’den fazla genin rol ald›¤› bildirilmifltir (4).  

Makrofaj- hücre içi patojeni arasyndaki iliflkiyi ince-
leyen çal›flmalarda; toplam canl› bakteri sayysy, di-
lusyon ve ekim, kemilüminesans, tetrazolyum redük-
siyon, optik yo¤unluk gibi birçok yöntemler kulla-
n›lmaktad›r (5). Bu çal›flmada canl› ve ölü bakterile-
rin görsel olarak ay›r›m›n› sa¤layan BacLight boya-
ma yöntemi kullan›lm›flt›r. Çal›flmada örneklerin ho-
mojen olarak yay›lamamas› nedeni ile mililitredeki
bakteri say›s› saptanamam›flt›r. Ancak kültür yönte-
mi ile saptanamayan bakterileri boyama sonucunda
direk olarak görmek olanakl› olmufltur. Makrofaj-
S.typhi etkilefliminin zamana göre dinami¤i her bir
alanda saptanan ortalama canl› bakteri say›s› esas
al›narak bulunmufltur. Klasik yöntemler ile makrofaj
veya çevre etmenleri ile ölen bakterileri saptamak
olanaks›zd›r. Çal›flmam›zda koloni oluflturan bakteri
say›s›n›n düflük oldu¤u durumlarda kültürde üreme
saptanmamas›na karfl›n, BacLight boyas› ile canl›
bakteriler gözlenebilmifllerdir. Ek olarak BacLight
boyama yöntem ile makrofajlar›n bakterisidal etkile-
ri de anlafl›lm›flt›r.

SONUÇ

BacLight boyama yönteminin özellikle hücre içi in-
feksiyon oluflturan veya hücre kültür ortamlar›nda
mikroorganizmalar ile yap›lan benzer çal›flmalarda
canl› ve ölü bakterilerin birarada gözlenmesine ola-
nak veren yeni bir yöntem olarak önerilebilece¤i so-
nucuna var›lm›flt›r.    

KAYNAKLAR  

1.Buchmeier NA, Libby SJ: Dynamics of growth and de-
ath within a Salmonella typhimurium and population du-
ring infection of macrophages, Can J Microb 43:29 (1997).
2. Sizemore DR, Elsinghorst EA, Eck LC, Branstorm

0

3

6

24

  1                   (14)

  20                  (33)

  25                  (20)

  11                  (10)

     1           (12.5)

     2           (16.6)

  25           (58)

  30           (30)

Klinik Sufl

   n                    (%)

Standart Sufl

   n                  (%)
Zaman
(saat)

Tablo 2. Makrofajlar›n S. typhi sufllar›na etkileri

n: Bakteri populasyonda BacLight boyama yöntemi ile saptanan
     ölü bakteri say›s›

0

20

40

60

80

100

120

0 3 6 24
Zaman (saat)

standart
klinik

fiekil 1: Makrofaj içeren ortamda S.typhi sufllar›n›n üremelerinin
zamana göre de�de¤iflimi



31

AA, Hoover DL, Warren RL, Rubin FA: Interaction of
Sallmonella typhi Strains with Cultured Human Monocy-
te-Derived Macrophages, Infect Immun 65(1):309 (1997).
3.Arias M, Rojas M, Zabaleta J, Rodriguez JI, Paris

SC, Barrera LF, Garcia LF: Inhibition of Virulent Myco-
bacterium tuberculosis by Bcgr and Bcgs Macrophages
Correlates with Nitric Oxide Production, J Infect Dis
176:1552 (1997).
4. Fields PI, Swanson RV, Haidaris CG, Heffron F: Mu-
tants of Salmonella typhimurium that cannot survive wit-
hin the macrophage are avirulent, Proc Natl Acad Sci USA
83:5189 (1986).
5. Shiloh MU, Ruan J, Nathan C: Evaluation of Bacteri-
al Survival and Phagocyte Function with a Fluorescence-
Based Microplate Assay, Infect Immun 65(8):3193 (1997).
6.Chang HR, Vladoianu IR, Pechere JC: Effects of Am-
picillin, Ceftriaxone, Pefloxacin, and Trimethoprim-Sulp-
hamethoxazole on Salmonella typhi within Human Mo-
nocyte-Derived Macrophages, J Antimicrob Chemother
26:689 (1990).

7.Coligan JE, Kruisbeek AM, Morgulies DH, Schevach

EM, Strober: Current Protocols in Immunology, sect.7.0-
7.5 W. John Wiley & Sons Inc., USA (1994).
8.Balland O, Pinto-Alphandry H, Viron A, Puvion E,

Andremont A, Couvreur P: Intracellular Distribution of
Ampicillin in Murine Macrophages Infected with Sallmo-
nella typhimurium and Treated with (3H)ampicillin-Loa-
ded Nanoparticles, J Antimicrob Chemother 37:105
(1996).
9.Buchmeier NA, Heffron F: Intracellular Survival of
Wilde-Type Salmonella typhimurium and Macrophage-
Sensitive Mutants in Diverse Populations of Macrophages,
Infect Immun 57(1):1 (1989).
10. Horne SM, Kottom TJ, Nolan LK, Young KD: Dec-
reased Intracellular Survival of an fkpA Mutant of Salmo-
nella typhimurium Copenhagen, Infect Immun 65(2):806
(1997).
11. Bilgehan H: Klinik Mikrobiyolojik Tan›, s.133 2. Bas-
k›, Bar›fl Yay›nlar›, ‹zmir (1995).
12. Buchmeier NA, Heffron F: Induction of Salmonella
Stress Proteins upon Infection of Macrophages, Science
248:730 (1990).


