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Özet: Staphylococcus aureus, kommensal bir bakteri olarak hem insanla birlikte yaşayan, hem de uygun fırsatı bulduğunda 
ciddi fırsatçı enfeksiyonlara neden olabilen önemli bir patojendir. Bifidobacterium cinsi bakteriler probiyotik olarak 
kullanılan ana mikroorganizmalardır. Bu cinslere ait çok sayıda türün, konağın sağlığını iyileştirmede güvenli ve etkili olduğu 
bildirilmiştir. Bizim çalışmamızın amacı, probiyotik etkili Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin, Staphylococcus aureus 
ATCC 29213’e suşları üzerine etkisinin Real-Time PCR yöntemi ile araştırmaktır. 3 tane brain–heartin fusion broth (Oxoid) 
besiyeri içeren  tüp hazırlandı. Tüm tüplere 103 CFU/mL olacak şekilde Staphylococcus aureus ATCC 29213 kökeninden ilave 
edildi. 1. tüp kontrol olarak kalırken, 2. tüpe 103 CFU/mL olacak şekilde, 3. tüpe de 106 CFU/mL olacak şekilde 
Bifidobacterium longum ATCC 15707 kökeni ilave edildi. İnkübasyonun 6., 12., 24. saatlerinde tüplerden alınan 
numunelerden DNA izolasyonu yapıldı ve bu numunelerden LightCycler 480 sisteminde Real-Time PCR ile kantitatif olarak S. 
aureus miktarları saptandı. Birinci tüpte 6. saatte 523.333+8993 kopya/mL düzeyinde saptanan S. aureus, farklı tüplerde 
sırasıyla 103 ve 106 CFU/mL miktarlarında B. longum kökeni ile birlikte inkübe edildiğinde bu miktarların düştüğü olduğu 
bulundu. Sonuç olarak, çalışmamızda, probiyotik etkili Bifidobacterium longum’un, Staphylococcus aureus’un in vitro 
ortamda üremesini etkilediği ve bakteri sayısının etki düzeyini arttırdığı saptanmıştır. Probiyotiklerin etkilerinin gnotobiyotik 
hayvan modellerinde veya daha kapsamlı çalışmalarla incelenerek, ilaç dirençlerinin çok yoğunlaştığı günümüzde, önemli 
patojenlere karşı antimikrobiyal olarak yarar sağlayabileceği düşüncesindeyiz. 
Anahtar Kelimeler: Bifidobacterium longum, Staphylococcus aureus, Real-Time PCR. 

 

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 6th, 12th and 24th 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 106 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.  
Keywords : Bifidobacterium longum, Staphylococcus aureus, Real-Time PCR. 

 

Giriş 
 
Staphylococcus aureus, kommensal bir bakteri 

olarak hem insanla birlikte yaşayan, hem de uygun 
fırsatı bulduğunda ciddi fırsatçı enfeksiyonlara 
neden olabilen önemli bir patojendir (Tong ve ark., 
2015). S. aureus, toplum kaynaklı ve hastane 
kaynaklı bakteriyel enfeksiyonların önde gelen 

nedenlerinden birisidir ve enfeksiyonlarda gözlenen 
bakteriyemilerin en yaygın nedenlerinden biridir. 
Diğer bakteriyel enfeksiyon etkenlerine göre daha 
yüksek mortalite oranına sahiptir (Brown ve ark., 
2013). S. aureus'taki antibiyotik direnci tehdidi 
birkaç yıldır büyük ölçüde artmış ve bu nedenle tüm 
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dünyada sağlık maliyetleri önemli ölçüde artmıştır 
(Reddy ve ark., 2017). Antibiyotik dirençli kökenlerin 
oluşumu, hem hatalı replikasyona bağlı olarak veya 
kökenler arasında direnç özelliklerin değişmesinden 
dolayı ortaya çıkan doğal bir süreçtir. Bu süreç, 
antibiyotiklerin kötüye kullanımı yoluyla, 
antibiyotiğe dirençli kökenlerin seçimine yol 
açabilir. S. aureus kökenlerinin çeşitli çevre 
koşullarına virülans faktörleri ile hızlı uyum yeteneği 
onu direnç konusunda öne çıkarmaktadır (Bone, 
1994; Reddy ve ark., 2017). Probiyotikler, yeterli 
miktarlarda uygulandığında konakta bir sağlık yararı 
sağlayan canlı mikroorganizmalar olarak tanımlanır 
(Hungin ve ark., 2013). Son on yılda probiyotiklerin 
artan sıklıkta tüketildiği görülmektedir. 
Enfeksiyonlara karşı koruyucu önlem olarak, hem 
gıda ürünlerinde, hem de besin takviyelerinde 
probiyotiklerin kullanımını destekleyen bildirimler 
bulunmaktadır (Lenoir ve ark., 2016). Probiyotikler 
için ticari alanda küresel bir pazar oluşmuş ve bu 
ürünleri farklı enfeksiyonları olan bireyler 
iyileşebilmek için veya sağlıklı bireylerde bağışıklık 
sistemlerini modüle etmek ve bağırsak 
mikrobiyotasının dengesini sağlamak için sıklıkla 
kullanmaktadır. Bunun sonucunda artan talep 
nedeniyle probiyotikler için oluşan bu pazar 
büyümektedir (Toscano ve ark., 2017). Lactobacillus 
ve Bifidobacterium cinsi bakteriler probiyotik olarak 
kullanılan ana mikroorganizmalardır ve gerçekten 
de, bu cinslere ait çok sayıda türün, konağın sağlığını 
iyileştirmede güvenli ve etkili olduğu bildirilmiştir 
(Kim ve ark., 2018; Toscano ve ark., 2017). 
Bifidobacterium longum, sağlıklı insanların 
bağırsaklarında yaygın olarak bulunan gram-pozitif 
bir bakteridir. Yapılan çalışmalarda, B. longum ile 
ilişkili faydalar nedeniyle, genellikle probiyotik 
gıdalar ve diyet takviyelerine eklenmektedir. Ayrıca 
B. longum’un ticari ürünlerde probiyotik olarak 
kullanılan en yaygın Bifidobacteria türü olduğu 
söylenebilir (Wei ve ark., 2018). Tüm bu bilgiler 
ışığında, bizde çalışmamızda, probiyotik etkili 
Bifidobacterium longum ATCC 15707’nin, 
Staphylococcus aureus ATCC 29213’e in-vitro 
etkisinin Real-Time PCR yöntemi ile inceleyerek, 
farklı zamanlarda yapacağımız kontrollerle, S. 
aureus çoğalmasına kantitatif etkisini incelemeyi 
amaçladık. 
 

Materyal ve Metot 
 
Çalışmamız için Bifidobacterium longum ATCC 

15707 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 
kökenleri temin edildi. 3 tane brain–
heartinfusionbroth (Oxoid) besiyeri içeren tüp 
hazırlandı. Tüm tüplere 103 CFU/mL olacak şekilde 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 kökeninden 
ilave edildi. 1. tüp’e S. aureus dışında herhangi bir 
ekleme yapılmadı. 2. Tüpe 103 CFU/mL olacak 
şekilde, 3. tüpe de 106 CFU/mL olacak şekilde 
Bifidobacterium longum ATCC 15707 kökeni ilave 
edildi. Böylelikle 2. tüpte (1:1) (S. aureus:B. longum) 
ve 3. tüpte (1:2) oranında bakteri karışımı elde 
edildi. Her 3 tüp etüvde 37oC’da anaerobik ortamda 
inkübe edildi. İnkübasyonun 6., 12., 24. saatlerinde 
tüplerden alınan 200 µl numunelerden S. aureus 
kantitasyonu için High Pure PCR Template kiti 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile üretici 
direktifleri doğrultusunda izolasyon gerçekleştirildi. 
Elde edilen DNA’lar Real-Time PCR işlemlerine kadar 
-20oC’da saklandı. S. aureus kantitatif miktarını 
belirlemek için Staphylococcus aureus Genesig 
Advanced kit (Primer Design, UK) kullanıldı. Real-
time PCR protokolü; 95oC’da 2 dakika 
denatürasyonu takiben, 95oC’da 10 sn ve 60oC’da 60 
sn olacak şekilde 50 siklusluk çoğaltma şeklindeydi. 
Real-time PCR işlemleri LightCycler 480 II (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Almanya) sisteminde 
gerçekleştirildi. Kitte bulunan kantitatif standartlar 
ile çizilen standart eğri üzerinden numunelerdeki S. 
aureus kantitatif miktarı belirlendi. Tüm Real-Time 
PCR işlemleri 3 kere tekrar edildi.  
 

Bulgular 
 

Çalışmamızda, Staphylococcus aureus ATCC 
29213’un Bifidobacterium longum ATCC 15707 ile 
birlikte inkübasyonu sonucunda, 6. 12. ve 24. Saatte 
Real-Time PCR’la saptanan değişimi Tablo 1’de 
gösterilmiştir. 1. tüpte 6. saatte 523.333+8993 
kopya/mL düzeyinde saptanan S. aureus, farklı 
tüplerde sırasıyla 103 ve 106 CFU/mL miktarlarında 
B. longum kökeni ile birlikte inkübe edildiğinde bu 
miktarların düştüğü saptandı. S. aureus kökenleri 
daha yüksek konsantrasyonda B. longum’la birlikte 
inkübe edildiğinde üremeye olan negatif etkinin 
daha da arttığı saptandı. Real-time PCR’la 24. saatte 
her üç tüpte elde edilen kantitatif S. aureus miktarı 
Şekil 1’de görülmektedir. 
 

Tartışma 
 
Çeşitli çalışmalarda, probiyotik etkili 

Bifidobacterium cinsi bakteriler tarafından 
mikrobiyal patojenlere karşı antimikrobiyal aktivite 
gösterdikleri bildirilmiştir. Buna karşın, bu etkinin 
altında yatan mekanizma net değildir. Ortam 
pH'sının azaltılması, beslenme kaynakları için 
rekabet, organik asitlerin ve bakteriyosin üretimi 
gibi nedenler kaynaklı olarak multifaktöriyel olduğu 
kabul edilmektedir (Muñoz-Quezada ve ark., 2013). 
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Hatta bazı probiyotiklerin, bakteri ve mantarların 
büyümesini engelleyen metabolitler üretiği de 

bildirilmiştir (Muñoz-Quezada ve ark., 2013; Wang 
ve ark., 2012).  

 
Tablo 1. Staphylococcus aureus ATCC 29213’ün Bifidobacterium longum ATCC 15707 ile birlikte inkübe edilmesi sonucu 
alınan Real-Time PCR sonuçlarının (103 kopya/mL) dağılımı. 

  
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 

 
 

 
Şekil 1. S. aureus ve B. longum birlikte inkübe edildiğinde 24. saatte alınan örneklerde Real-Time 
PCR’la saptanan kopya/mL miktarlarının dağılımı. 

 
Yapılan çalışmaları incelediğimizde, Lazarenko 

ve ark. (2012)’nın, B. longum dâhil farklı probiyotik 
kökenleri S. aureus kökenlerine karşı in vitro olarak 
denemiş ve bunlarda antagonistik bir aktivite 
gözlemlediklerini bildirmişlerdir. Silva ve ark. 
(2018)’nın yaptıkları bir çalışmada ise S. aureus 
kökenlerinin in vitro ortamda üremelerine karşı 
farklı Bifidobacterium türlerini yine denemişler ve 
bunlarda en yüksek antagonistik aktivitenin B. 
longum’da olduğunu saptamışlardır. Phoem ve ark. 
(2015)’nın yaptıkları çalışmada, B. longum gibi 
probiyotiklerin özellikle bakteriyel kirlenmede süt 
ve tofu gibi ürünlerde yararlı olduğunu ve ürünlere 
probiyotik katıldığında, bunun ürünün raf ömrünü 
uzattığını bildirmiştir. Lee ve ark. (2012)’nın, 
Bifidobacterium türlerinin S. aureus’a karşı 
antibakteriyel aktivitesinin olduğunu bildirmişlerdir. 
Bu çalışmada, ayrıca Bifidobacterium türlerinin 
konaktaki antiinflamatuvar etkileri incelenmiş ve 
sitokin üretimini, makrofajların aktivasyonunu 
göstermek için kontrol edilmiştir. Bifidobacterium 
türlerinin makrofaj aktivatörlerinin üretimini 
arttırdığını ve bununda immun fonksiyonların 
etkisini değiştirdiğini belirtmişlerdir (Lee ve ark., 
2015). Lkhagvadorj ve ark. (2010)’nın Bifidobacteria 

breve’nin metisiline dirençli S. aureus (MRSA) 
enfeksiyonları tedavisinde farelerde kullanımını 
denemişler ve bu fare modellerinde ölümcül olan 
MRSA enfeksiyonunu, probiyotikler ile tedavi 
ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada, 
Bifidobacterium kökenlerinin antibakteriyel 
aktivitesinin, bağışıklık yanıtını artırma yetenekleri 
ile ilişkili olduğunu saptamışlar ve enfekte olmuş 
farelerin CD3+ ve/veya CD4+ splenositlerinin 
sayısının, probiyotik kültürler almayan enfekte 
olmuş farelere kıyasla 3. günde kontrol seviyesine 
yükseldiğini ve 9. günde de CD19+ hücrelerinin 
sayısı arttığını tespit etmişlerdir (Lkhagvadorj ve 
ark., 2010). Tüm bu çalışmalardaki veriler 
araştırmamızın verilerini destekler görülmekte ve 
ortamdaki Bifidobacterium miktarınında, S. aureus’u 
farklı yollarla etkilediği görülmektedir. 

Sonuç olarak, çalışmamızda, probiyotik etkili 
Bifidobacterium longum’un, Staphylococcus aureus 
kökenlerini in vitro ortamda etkilediği ve köken 
sayısının etki düzeyini arttırdığı saptanmıştır. 
Probiyotiklere olan ilginin artmasına karşın, 
hastalıklarda karşılaştığımız patojenlere karşı bu 
kökenlerin etkileri ile ilgili araştırmalar sınırlıdır. Bu 
çalışmanın bu yönde literatüre katkı sağlayabileceği 
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ve yeni araştırmalara teşvik edebileceği 
kanaatindeyiz. Probiyotiklerin etkilerinin 
gnotobiyotik hayvan modellerinde veya daha 
kapsamlı çalışmalarla incelenerek, ilaç dirençlerinin 
çok yoğunlaştığı günümüzde, önemli patojenlere 
karşı yarar sağlayabileceği düşüncesindeyiz. 
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