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Probiyotik Etkili Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin, Staphylococcus

aureus ATCC 29213’e in-vitro Etkisinin Real-Time PCR Yontemi ile incelenmesi
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Ozet: Staphylococcus aureus, kommensal bir bakteri olarak hem insanla birlikte yasayan, hem de uygun firsati buldugunda
ciddi firsatgi enfeksiyonlara neden olabilen 6nemli bir patojendir. Bifidobacterium cinsi bakteriler probiyotik olarak
kullanilan ana mikroorganizmalardir. Bu cinslere ait ¢ok sayida tiiriin, konagin saghgini iyilestirmede giivenli ve etkili oldugu
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizin amaci, probiyotik etkili Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin, Staphylococcus aureus
ATCC 29213’e suslari Uzerine etkisinin Real-Time PCR yontemi ile arastirmaktir. 3 tane brain—heartin fusion broth (Oxoid)
besiyeri iceren tiip hazirlandi. Tim tiiplere 103 CFU/mL olacak sekilde Staphylococcus aureus ATCC 29213 koékeninden ilave
edildi. 1. tup kontrol olarak kalirken, 2. tiipe 103 CFU/mL olacak sekilde, 3. tiipe de 10° CFU/mL olacak sekilde
Bifidobacterium longum ATCC 15707 kokeni ilave edildi. inkiibasyonun 6., 12., 24. saatlerinde tiiplerden alinan
numunelerden DNA izolasyonu yapildi ve bu numunelerden LightCycler 480 sisteminde Real-Time PCR ile kantitatif olarak S.
aureus miktarlari saptandi. Birinci tlpte 6. saatte 523.333+8993 kopya/mL diizeyinde saptanan S. aureus, farkli tiplerde
sirastyla 103 ve 10% CFU/mL miktarlarinda B. longum koékeni ile birlikte inkiibe edildiginde bu miktarlarin distigi oldugu
bulundu. Sonug olarak, ¢alismamizda, probiyotik etkili Bifidobacterium longum’un, Staphylococcus aureus’un in vitro
ortamda Uremesini etkiledigi ve bakteri sayisinin etki diizeyini arttirdigi saptanmistir. Probiyotiklerin etkilerinin gnotobiyotik
hayvan modellerinde veya daha kapsamli ¢alismalarla incelenerek, ilag direnglerinin ¢ok yogunlastigi ginimizde, 6nemli
patojenlere karsi antimikrobiyal olarak yarar saglayabilecegi dislincesindeyiz.
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Investigation of In vitro Effects of Probiotic Bifidobacterium longum ATCC 15707 on Staphylococcus

aureus ATCC 29213 by Real-Time PCR

Abstract: Staphylococcus aureus is an important pathogen which is both a commensal bacterium living with humans and
can also cause serious infections when it has the opportunity. Bifidobacterium species are the main microorganisms used as
probiotics. It has been reported that many species of this genus are safe an effective in improving the health of the host.
The aim of this study was to investigate the effect of probiotic Bifidobacterium longum ATCC 15707 strain on
Staphylococcus aureus ATCC 29213 strain by using with Real-Time PCR method. Three tubes containing brain-heartin fusion
broth (Oxoid)were prepared. Staphylococcus aureus ATCC 29213 was inoculated into two tubes at a concentration of 103
CFU/mL while the one of the tubse remained as control. Bifidobacterium longum ATCC 15707 strain was added into the
second and third tubes at a concentration of 103 CFU/mL and 106 CFU/mL respectively. DNA isolation was performed from
the samples taken from tubes at 6, 12th and 24t hours of incubation and quantitative S. aureus amounts were determined
by Real-Time PCR by using LightCycler 480 system. S. aureus, amounts was found as 523.333+8993 copies/mL at the 6th
hour in the first tube, while we found that the number of S. aureus was reduced in the tubes added with B. longum strains
for 103 and 10 CFU/mL, respectively. In conclusion, B. longum, which is considered as a probiotic, affected the growth of
Staphylococcus aureus in-vitro and the reducing effect of B. longum can increase along with the number. The effects of
probiotics can be investigated in gnotobiotic animal models or in more comprehensive studies and we think that using B.
longum can be beneficial against important pathogens such as Staphylococcus aureus in order to prevent antibiotic
resistance.
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Girig

Staphylococcus aureus, kommensal bir bakteri
olarak hem insanla birlikte yasayan, hem de uygun
firsati  buldugunda ciddi firsat¢i enfeksiyonlara
neden olabilen 6nemli bir patojendir (Tong ve ark.,
2015). S. aureus, toplum kaynakh ve hastane
kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin o6nde gelen

nedenlerinden birisidir ve enfeksiyonlarda goézlenen
bakteriyemilerin en yaygin nedenlerinden biridir.
Diger bakteriyel enfeksiyon etkenlerine gére daha
yuksek mortalite oranina sahiptir (Brown ve ark.,
2013). S. aureus'taki antibiyotik direnci tehdidi
birkag yildir biyik 6l¢lide artmis ve bu nedenle tim
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diinyada saglik maliyetleri 6nemli 6l¢lide artmistir
(Reddy ve ark., 2017). Antibiyotik direngli kékenlerin
olusumu, hem hatali replikasyona bagli olarak veya
kdkenler arasinda direng 6zelliklerin degismesinden
dolayr ortaya ¢ikan dogal bir siregtir. Bu siireg,
antibiyotiklerin kotiye kullanimi yoluyla,
antibiyotige direngli kokenlerin  secimine yol
acabilir.  S. aureus kokenlerinin gesitli ¢evre
kosullarina virtilans faktorleri ile hizli uyum yetenegi
onu direng konusunda one ¢ikarmaktadir (Bone,
1994; Reddy ve ark., 2017). Probiyotikler, yeterli
miktarlarda uygulandiginda konakta bir saghk yarari
saglayan canh mikroorganizmalar olarak tanimlanir
(Hungin ve ark., 2013). Son on yilda probiyotiklerin
artan siklikta tiketildigi gorilmektedir.
Enfeksiyonlara karsi koruyucu 6énlem olarak, hem
gida durinlerinde, hem de besin takviyelerinde
probiyotiklerin kullanimini destekleyen bildirimler
bulunmaktadir (Lenoir ve ark., 2016). Probiyotikler
icin ticari alanda kiresel bir pazar olusmus ve bu
dranleri  farkh  enfeksiyonlari  olan  bireyler
iyilesebilmek icin veya saglikh bireylerde bagisiklik
sistemlerini modiile  etmek ve bagirsak
mikrobiyotasinin dengesini saglamak igin siklkla
kullanmaktadir. Bunun sonucunda artan talep
nedeniyle probiyotikler igcin olusan bu pazar
buyumektedir (Toscano ve ark., 2017). Lactobacillus
ve Bifidobacterium cinsi bakteriler probiyotik olarak
kullanilan ana mikroorganizmalardir ve gergekten
de, bu cinslere ait ¢ok sayida tiirtin, konagin sagligini
iyilestirmede givenli ve etkili oldugu bildirilmistir
(Kim ve ark., 2018; Toscano ve ark.,, 2017).
Bifidobacterium  longum,  saglikl  insanlarin
bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan gram-pozitif
bir bakteridir. Yapilan ¢alismalarda, B. longum ile
iliskili faydalar nedeniyle, genellikle probiyotik
gidalar ve diyet takviyelerine eklenmektedir. Ayrica
B. longum’un ticari Uriinlerde probiyotik olarak
kullanilan en vyaygin Bifidobacteria turiu oldugu
soylenebilir (Wei ve ark., 2018). Tum bu bilgiler
Isiginda, bizde ¢alismamizda, probiyotik etkili
Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin,
Staphylococcus aureus ATCC 29213’e in-vitro
etkisinin Real-Time PCR yontemi ile inceleyerek,
farkli zamanlarda yapacagimiz kontrollerle, S.
aureus c¢ogalmasina kantitatif etkisini incelemeyi
amagladik.

Materyal ve Metot

Calismamiz igin Bifidobacterium longum ATCC
15707 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213
kokenleri  temin  edildi. 3 tane  brain—
heartinfusionbroth (Oxoid) besiyeri iceren tip
hazirlandi. Tim tiuplere 10® CFU/mL olacak sekilde

Staphylococcus aureus ATCC 29213 kokeninden
ilave edildi. 1. tlip’e S. aureus disinda herhangi bir
ekleme vyapilmadi. 2. Tipe 10® CFU/mL olacak
sekilde, 3. tiipe de 10° CFU/mL olacak sekilde
Bifidobacterium longum ATCC 15707 kékeni ilave
edildi. Boylelikle 2. tpte (1:1) (S. aureus:B. longum)
ve 3. tlpte (1:2) oraninda bakteri karisimi elde
edildi. Her 3 tlp etlivde 37°C’da anaerobik ortamda
inkiibe edildi. inkiibasyonun 6., 12., 24. saatlerinde
tiplerden alinan 200 ul numunelerden S. aureus
kantitasyonu igin High Pure PCR Template Kkiti
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile Uretici
direktifleri dogrultusunda izolasyon gergeklestirildi.
Elde edilen DNA’lar Real-Time PCR islemlerine kadar
-20°C’da saklandi. S. aureus kantitatif miktarini
belirlemek icin Staphylococcus aureus Genesig
Advanced kit (Primer Design, UK) kullanildi. Real-
time PCR protokolii; 95°C'da 2  dakika
denatiirasyonu takiben, 95°C’da 10 sn ve 60°C'da 60
sn olacak sekilde 50 siklusluk ¢ogaltma seklindeydi.
Real-time PCR islemleri LightCycler 480 Il (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) sisteminde
gerceklestirildi. Kitte bulunan kantitatif standartlar
ile cizilen standart egri Gzerinden numunelerdeki S.
aureus kantitatif miktari belirlendi. Tim Real-Time
PCR islemleri 3 kere tekrar edildi.

Bulgular

Calismamizda,  Staphylococcus  aureus  ATCC
29213’un Bifidobacterium longum ATCC 15707 ile
birlikte inklibasyonu sonucunda, 6. 12. ve 24. Saatte
Real-Time PCR’la saptanan degisimi Tablo 1'de
gosterilmisgtir. 1. tlpte 6. saatte 523.333+8993
kopya/mL diizeyinde saptanan S. aureus, farkl
tiplerde sirasiyla 103 ve 10° CFU/mL miktarlarinda
B. longum kokeni ile birlikte inklibe edildiginde bu
miktarlarin distigld saptandi. S. aureus kokenleri
daha yuksek konsantrasyonda B. longum’la birlikte
inkibe edildiginde Uremeye olan negatif etkinin
daha da arttigi saptandi. Real-time PCR’la 24. saatte
her Gg tlpte elde edilen kantitatif S. aureus miktari
Sekil 1’de goriilmektedir.

Tartisma

Cesitli calismalarda, probiyotik etkili
Bifidobacterium cinsi bakteriler  tarafindan
mikrobiyal patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri bildirilmistir. Buna karsin, bu etkinin
altinda yatan mekanizma net degildir. Ortam
pH'sinin  azaltilmasi, beslenme kaynaklari igin
rekabet, organik asitlerin ve bakteriyosin Uretimi
gibi nedenler kaynakl olarak multifaktoriyel oldugu
kabul edilmektedir (Mufioz-Quezada ve ark., 2013).
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Hatta bazi probiyotiklerin, bakteri ve mantarlarin
buyumesini engelleyen metabolitler uretigi de

bildirilmistir (Muifioz-Quezada ve ark., 2013; Wang
ve ark., 2012).

Tablo 1. Staphylococcus aureus ATCC 29213’Un Bifidobacterium longum ATCC 15707 ile birlikte inkibe edilmesi sonucu

alinan Real-Time PCR sonuglarinin (103 kopya/mL) dagilimi.

103 CFU/mL S. aureus

103 CFU/mL S. aureus ve 103
CFU/mL B. longum

103 CFU/mL S. aureus ve 106
CFU/mL B. longum

6. saat 12. saat 24. saat 6. saat 12. saat 24, saat 6. saat 12. saat 24. saat
1 524 2.120 2.280 380 1.420 1.680 275 1.280 1.430
2 512 2.130 2.300 370 1.390 1.710 265 1.290 1.410
3 534 2.150 2.310 365 1.410 1.720 268 1.260 1.420
Ortalama 523.3 2.133 2.296 371.67 1.406 1.703 269 1.276 1.420
SD 89.93 12.47 12.47 62.36 12.47 16.99 41.89 12.47 81.64
24, saat
1,000, 00
[, Top 3
“U'w: Tiip 2
1 Tup 1
: =1
Tipl Tilp 2 Tilp 3

Sekil 1. S. aureus ve B. longum birlikte inkiibe edildiginde 24. saatte alinan 6rneklerde Real-Time
PCR’la saptanan kopya/mL miktarlarinin dagilimu.

Yapilan calismalari inceledigimizde, Lazarenko
ve ark. (2012)'nin, B. longum dahil farkli probiyotik
kokenleri S. aureus kdkenlerine karsi in vitro olarak
denemis ve bunlarda antagonistik bir aktivite
gozlemlediklerini  bildirmislerdir. Silva ve ark.
(2018)’'nin yaptiklari bir galismada ise S. aureus
kdkenlerinin in vitro ortamda Uremelerine karsi
farkh Bifidobacterium tirlerini yine denemisler ve
bunlarda en vyilksek antagonistik aktivitenin B.
longum’da oldugunu saptamislardir. Phoem ve ark.
(2015)’'nin  yaptiklari calismada, B. longum gibi
probiyotiklerin 6zellikle bakteriyel kirlenmede st
ve tofu gibi Grlinlerde yararh oldugunu ve Grlinlere
probiyotik katildiginda, bunun Grindn raf omriini
uzattigini  bildirmistir. Lee ve ark. (2012)'nin,
Bifidobacterium  tirlerinin  S.  aureus’a karsi
antibakteriyel aktivitesinin oldugunu bildirmislerdir.
Bu c¢alismada, ayrica Bifidobacterium tiirlerinin
konaktaki antiinflamatuvar etkileri incelenmis ve
sitokin  Gretimini, makrofajlarin  aktivasyonunu
gostermek icin kontrol edilmistir. Bifidobacterium
turlerinin  makrofaj  aktivatorlerinin  Gretimini
arttirdigint ve bununda immun fonksiyonlarin
etkisini degistirdigini belirtmislerdir (Lee ve ark.,
2015). Lkhagvadorj ve ark. (2010)'nin Bifidobacteria

breve’nin metisiline direngli S. aureus (MRSA)
enfeksiyonlari tedavisinde farelerde kullanimini
denemisler ve bu fare modellerinde 6limcil olan

MRSA enfeksiyonunu, probiyotikler ile tedavi
ettiklerini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada,
Bifidobacterium kdkenlerinin antibakteriyel

aktivitesinin, bagisiklik yanitini artirma yetenekleri
ile iliskili oldugunu saptamislar ve enfekte olmus
farelerin CD3+ ve/veya CD4+ splenositlerinin
sayisinin, probiyotik kaltirler almayan enfekte
olmus farelere kiyasla 3. glinde kontrol seviyesine
yukseldigini ve 9. glinde de CD19+ hiicrelerinin
sayisi arttigini tespit etmislerdir (Lkhagvadorj ve
ark.,, 2010). Tim bu c¢alismalardaki veriler
arastirmamizin verilerini destekler goriilmekte ve
ortamdaki Bifidobacterium miktarininda, S. aureus’u
farkli yollarla etkiledigi gortilmektedir.

Sonug¢ olarak, ¢alismamizda, probiyotik etkili
Bifidobacterium longum’un, Staphylococcus aureus
kokenlerini in vitro ortamda etkiledigi ve koken
sayisinin  etki dizeyini arttirdigi saptanmistir.
Probiyotiklere olan ilginin artmasina karsin,
hastaliklarda karsilastigimiz patojenlere karsi bu
kokenlerin etkileri ile ilgili arastirmalar sinirhdir. Bu
calismanin bu yonde literatlre katki saglayabilecegi
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ve yeni arastirmalara  tesvik  edebilecegi
kanaatindeyiz. Probiyotiklerin etkilerinin
gnotobiyotik hayvan modellerinde veya daha
kapsamli calismalarla incelenerek, ilag direnglerinin
cok yogunlastigl ginimizde, 6nemli patojenlere
karsi yarar saglayabilecegi diisiincesindeyiz.
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