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OZET

Akay HK. Alerjik Dermatit Veya Astim Tanis1 Almis Cocuklarla Saglikli Cocuklar
Arasinda Bagirsak Florasindaki Bifidobacterium Tiirlerinin Karsilastiriimasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2012.

Dogumda steril olan insan barsagi, ¢esitli etkenlere bagli olarak zengin bir
mikrofloraya sahip olur. Bu flora Bagirsak 1liskili Lenfoid Doku sebebiyle immun
sistemimizin gelisiminde de olduk¢a Onemlidir. Bifidobakteri tiirleri yetiskin
bagirsagindaki mikrofloranin %25’ini, yeni dogmus bebeklerde ise % 95’ini olusturan
anaerop bakterilerdendir. Ayni zamanda bu bakteriler, bagirsakta, ¢esitli vitaminlerin
sentezinde ve bazi zararli bagirsak metabolitlerini azaltmada rol alarak bagirsak
florasin1 olumlu yonde etkilemektedirler. Son yillarda kaynaklarda alerjik dermatit ve
astim ile bagirsak florasinda bulunan bifidobakteri tiirleri arasinda iliski oldugunu
gOsteren arastirmalara yer verilmistir. Calismamizda astim veya allerjik dermatit tanisi
almis ¢ocuklara ait 100 gaita numunesi ile saglikli c¢ocuklara ait 100 gaita numunesi,
icerdigi bifidobakteri tiirleri yoniinden incelenmistir.Arastirmamizda sivi transport
(TPY) besi yeri ve dort farkli kat1 besi yeri kullanilmistir. Kokenlerin en yiiksek
oranda  (%8&3,3) tredigi besi yeri mWCA olmustur.  Anaerop kiiltiirde kati
besiyerlerinden izole edilen kokenler API -20 A ile cins diizeyinde tanimlanmistir. Bu
kokenler ve ayrica i¢inde numune bulunan sivi (TPY) besi yerinden DNA’lar1 izole
edilenler Multipleks PCR yontemi ile tiir spesifik primerler kullanilarak tiir diizeyinde
tanimlanmistir. Elde edilen sonuglara gore saglikli ¢ocuklardan en fazla izole edilen tiir
B. pseudocatenulatum (%52) olurken en az izole edilen tiir B. infantis (%5) olmustur.
Astimli ¢cocuklarda ise en fazla izole edilen tiir B.breve (%41,79) olurken en az izole
edilen tiir B.adolescentis (%1,49) olmustur. Alerjik dermatitli cocuklardan da en fazla
izole edilen tiir B.breve (%29,16) olurken B. infantis (%5) hi¢ izole edilememistir.
Saglikli ¢ocuklarla karsilagtirildiginda B. longum her iki hasta grubunda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalirken ayni zamanda tiim bifidobakteri tiirlerinde de genel
bir azalma goriilmistiir.

Anahtar kelimeler: Bagirsak florasi, alerjik dermatit, astim, bifidobacterium, anaerop
bakteriler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Akay HK. Comparison of Bifidobacterium species in gut flora of healthy children and
children with allergic dermatitis or asthma. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Microbiology. Thesis of Master of science. Istanbul.
2012.

The human gut being sterile at first, gets a rich microflora after birth, depending to the
various factors. This flora is also, due to Gut Associated Lymphoid Tissue, very
important for the development of the immune system. Bifidobacterium species, are
anaerobic bacteria that comprise 95% of the newborn’s gut flora and 25% of
the adult’s. Additionaly these bacteria can affect gut flora positively by synthesis of
different vitamines and reduction of the harmful gut metabolites. Recently,
researches showing the relationship among asthma, allergic dermatitis and
Bifidobacteria of the gut flora were demonstrated. In our study 100 fecal samples
collected from children diagnosed with asthma or allergic dermatitis and 100 ones
from healty children were studied regarding to their Bifidobacterium species content.
We used a transport liquid medium and four types of agar plate. The best media that our
strains grew was mWCA with a rate of %83.3. The strains isolated from agar plates
under anaerobic conditions were identified with API1-20 A on genus level. The same
strains and the DNA isolated from liquid medium (TPY) containing the sample were
identified on species level by using species-specific primers with Multiplex PCR. B.
pseudocatenulatum and B. infantis have respectively the highest (%52) and fewest
(%5) rates, on the healthy childeren’s gut flora isolated species . B. breve was the
highest isolated species (%41.79) in asthmatic children and the fewest one was B.
adolescentis (%1.49). In atopic children, the highest isolated species was B. breve
(%29.16). Compared to the healthy children’s fecal flora, in patient ones B. longum
decreased with a statistically significant difference. Additionaly a general decrease was
seen in all bifidobacteria species .

Key Words: Gut flora, atopic dermatitis, asthma, bifidobacterium, anaerop bacteria
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1. GIRIS VE AMAC

Dogumda steril olan bagirsaklarda, birinci haftadan sonra, dogum sekli, genetik
Ozellikler, ¢evresel temas, beslenme sekli gibi faktorlere baglh olarak her bireye 6zgii
yaklasik 500 den fazla tiir ve 10 bakteriyi iceren gastrointestinal mikroflora gelisir (1-
4). Bu haliyle insan bagirsak florasi dogadaki en kompleks ekosistemlerden biridir ve
bagirsak liimenindeki bakteri sayisi insan viicudundaki Okaryotik hiicre sayisinin
yaklasik 10 kat1 kadardir. Ozellikle terminal ileum ve kalin bagirsakta liimeninde
sayica artan bu mikroflora "Unutulmus organ" olarak adlandirilacak kadar ¢ok onemli

biyolojik aktiviteye sahiptir (1-4, 5-7).

Bu mikroflora i¢inde laktik asit iiretmeleriyle bilinen, yenidoganda yaklagik
%095, yetiskinde ise %25 oranda bulunan anaerop bakteriler olan bifidobakteriler dnemli
yer tutarlar (8,9). Bifidobakteriler siit proteinlerinin absorbsiyonuna katkida bulunarak
protein, Bi, By, Bg, Bi vitaminleri ayrica nikotinik asit ve folik asit iireterek de

vitamin metabolizmasinin iyilestirilmesine yardimci olurlar (10-13).

Ayrica nitrojen kaynagi olarak amonyak kullanan bifidobakteriler, amonyak ve
amin ireten mikroorganizmlarin gelisimine engel olduklart i¢in ve olusturduklar
organik asitler sayesinde bagirsak pH’siin diismesine sebebiyet verdiklerinden kan
amonyak diizeyini azaltmada ve bobrek rahatsizliklarini gidermede etkilidirler (10,14).
Bundan bagka yapilan ¢esitli deneylerde bagisiklik sistemini aktiflestirmede, laktoz
sindiriminin 1yilestirilmesinde, ishal ve kabizlig1 6nlemede, serum kolesterol diizeyinin
azaltilmasinda etkili olduklar1 saptanan bifidobakterilerin ~ antimikrobiyal ve
antikansorojen ozellikleri de onlarin giinliikk diyette ve tedavide kullanimlarindaki

onemi vurgulamaktadir (10,11, 13-19).

Alerjik (Atopik) dermatit (AD), ¢ogunlukla yeni dogan ve 0-6 yas arasi erken
cocukluk c¢aginda baslayan, genetik faktorlerin eslik ettigi, cesitli allerjenlerle
tetiklenebilen, tekrarlayan, kronik, inflamatuar bir deri hastaligidir (20-23). Astim ise
viicuttaki bir¢ok hiicre ve hiicre iirliniiniin  rol oynadigi, havayollarinin kronik
inflamatuar bir hastaligidir. Kronik havayolu inflamasyonu ve iligkili brons asirt
duyarhilign 6zellikle geceyarisi veya sabaha karst hisiltili solunum, nefes darligi,

gogiiste sikigiklik ve oksiiriik nobetlerine yol acar (24).



Son yillarda alerjik rahatsizliklardan, 6zellikle alerjik astim ve alerjik dermatit
ile bagirsak florasinda yer alan Bifidobacterium tiirleri arasindaki iliskinin anlagilmasina
yonelik arastirmalara agirlik verilmistir (25). Smehilova. M ve ark. (26) 2007 yilinda
yaptiklar1  bir arastirmada alerjik bebeklerin barsaginda Bifidobacterium tiirlerinin
sayisinda azalma oldugunu ve bunlarin yerine Clostridium tiirlerinin sayica arttigini
gostermislerdir. Aynm1 ¢aligmada, saglikli bebeklerin gaitalarindan yapilan anaerop
kiltirlerde Bifidobacterium longum en fazla bulunan tiir iken (%54.5) bunu B.
adolescentis, B. breve ve B. bifidum gibi diger tiirler izlemistir. Sarah L. Young ve ark.
(27) 2004 yilinda yaptiklart bir ¢alismaya gore, alerji insidansinin diisiik oldugu Gana
gibi {ilkelerde 25-35 giinliik bebeklerden alinan gaita Orneklerinin hepsinde
Bifidobacterium  infantis’e rastlanirken alerji insidansinin yiiksek oldugu diger
ilkelerde 25-35 giinliik bebeklerde, bagirsak florasinda bu tiiriin belirgin olarak azaldig:

gosterilmistir.

Benzer sekilde Bjorksten ve ark. (28) 1999 yilinda yaptiklari ¢alismada alerjik
bebeklerin bagirsaklarinda alerjik olmayanlara gore laktobasil ve bifidobakterlerin daha

az kolonize olduklarin1 saptamislardir.

Calismamizda, alerjik dermatit veya astim tanist almig cocuklarla saglikli
cocuklar arasinda bagirsak florasindaki Bifidobacterium tiirlerinin karsilastirilmasi, elde
edilen sonuglarla ¢ocuklarda alerjik dermatit ve/veya astim ile Bifidobacterium tiirleri

arasindaki iliskinin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bagirsak Mikroflorasi

Gastrointestinal sistem (GIS) dogum sirasinda steril iken saatler igerisinde
mikroorganizmalar ile kolonize olur. Gastrointestinal sistemin kolonizasyonu, cesitli
etmenlerin dinamik bir etkilesimiyle olusan karmasik bir olaydir (29). GIS iginde
bagirsak kolonizasyonu ise GALT (Bagirsak iliskili lenfoid doku) sebebiyle 6nem arz
eder ve yasam boyu devam eden bu siire¢ evrelere boliinecek olursa soyle 6zetelenebilir
(30, 31):

Evre 1: Dogum sirast . Bu evrede baslica aerobik bakterilerin (Escherichia coli,

Enterococcus vb..) anneden alinmasiyla olusan baslangi¢c kolonizasyonudur.

Evre 2: Dogum sonrasi 2. haftadan itibaren ilk floranin olusmasidir. Bagirsak,
kompleks karbonhidratlari pargalayan aerobik ve anaerobik (Lactobacillus,
Bifidobacterium) bakteriler tarafindan kolonize olur. Emzirme ve deriden temas

araciligiyla yenidogan anneden aldig1 bakterilerle kolonize olur.

Evre 3: Normal beslenme donemi. Siitten baska gida maddelerinin alinmasini
takiben bagirsagin, basta anaeroplar (Eubacterium, Veillonella, Fusobacterium,
Clostridium vb...)olmak iizere, pek ¢ok mikroorganizma ile kolonizasyondur. Bu safha

yetiskinlerdeki durumdur ve mikroorganizmlar arasinda denge mevcuttur.

Evre 4: Yaglilik donemi. Mikrobiyal denge bozulur; 6zellikle anaeroplardan

Clostridium tiirlerinde artma ve Bifidobacterium sayisinda azalma goriiliir.

Normal beslenme dénemindeki bir insanm intestinal florasi yaklasik 10%
hiicre/gr kuru agirlik oraninda ve 400-500 tiirden bakteri igermektedir (32, 33). Bunun
viicut agirhigina yaklagik 700 gr kattig1 ve insanin sahip oldugu kadar hatta daha fazla
hiicre igerdigi goz Oniine alinirsa kalin bagirsaklarin oldukga 6zellesmis ve aktif bir

organ oldugu anlagilmaktadir (5-7, 29-31).

Gastro-intestinal floradaki mikro-organizma cesitliligi ve sayisi, i¢ (0rnegin;
gastro-intestinal sekresyonlar) ve dis faktorlere (6rnegin; diyet, stres, ilag) baglidir
(Tablo 2-1). Agiz florasinda daha yiiksek veya diisiik pH degerleri, midenin asidik pHsi,

ince bagirsakta peristaltizm ve kolonda anaerob ortam(diisiik oksidasyon- rediiksiyon



potansiyeli) gibi faktorler gastro-intestinal kanalin farkli kisimlarindaki flora igerigini
etkilemektedir (Sekil 2-1) (5).

Tablo 2-1: Bagirsak mikroflorasini etkileyen faktorler —Turan (5)’ dan.

Faktor Etkilenen populasyon(lar)

Eh” Zorunlu anaeroplar

Ph Tiim bakteriler

Kisa zincirli yag asitleri Enterobacteriaceae

Safra asitleri Birgok tiir, 6zellikle Clostridium tiirleri
Besinler Tiim bakteriler

Baglanma bolgesi i¢in yarigma ?

Besinler i¢in yarigma ?

Konakg¢1 immun faktorleri ?

* Eh: oksidasyon —rediiksiyon potansiyeli

2.2. Bagirsak Mikroflorasinin islevleri

Normal bagirsagin yapisi ve fonksiyonlari i¢inde yer alan motilite, sekresyon,
absorpsiyon, hiicre kompozisyonu, mitotik aktivite, villoz yapinin uzunlugu, kriptlerin
derinligi gibi ozelliklerin, konake1 ile bagirsakta kolonize olan mikro-organizmalarin
karmasik bir etkilesiminin son noktasi oldugunu destekleyen ¢ok sayida kanit vardir
(34-35). Bagirsak florasinin islevleri ii¢ bashik altinda toplanmaktadir. Bunlar:
Metabolik islevler, trofik islevler ve koruyucu islevlerdir.

2.2.1. Metabolik islevler
Bu islevler, sindirilemeyen diyetsel kalintilarin ve endojen mukusun
fermentasyonu, enerjinin kisa zincirli yag asitleri araciligiyla korunmasi, vitamin K

yapimi, iyonlarin absorpsiyonu gibi gorevleri kapsamaktadir.



OSEFAGUS
Mikroorganizma yok

MIDE
10* cfuigr
Candida albicans
_DHC_*IEEENUM Helicobacter pylon
07107 efudgr Lactobacillus
Bactsraidss

Candida ai Streplococcus

Lactobacilius
Slraplococcus

Enterabactenacase
Entarococous

Laclabacilus
. Bacliivs, Bifidobaclerium 5 _/I Veullonaila
Enfaracoceus, Eubactenum, ) |
Fusobactenum, Paplosireplococcus
Ruminococcus, Streplococcus

Cilostrid

Sekil 2-1: Gastrointestinal sistem florasinda mikroorganizmalarin dagilim
(33).

Kalin bagirsaktaki bakteriyel floranin yasamini devam ettirebilmesi i¢in gerekli
maddeler, {ist GIS’te digesyona ve absorbsiyona ugrayamadigi igin kolona gelen
ozellikle lifli yiyecek artiklari, liimene salgilanan mukus, liimene dokiilen epitel
hiicreleri, parcalanmis bakteri ve mayalardir. Bunlardan karbonhidrat yapida olanlarin
(polisakkarit yapidaki seliiloz, hemiseliiloz, pektin, zamklar, nisasta, oligosakkarit,
tatlandiricilar, absorbe olmayan sekerler) fermentasyonu sonucu ortaya cikan kisa
zincirli yag asitleri (laktik, asetik, biitirik asit) kolon epiteli i¢in Snemli enerji
kaynagidir. Kolonda bulunan protektif mikroplarin metabolizmas1 sonucu  artik
materyalden ortaya ¢ikan kisa zincirli yag asitleri, aminoasitler, polyaminler, biiylime
faktorleri, vitaminler, antioksidanlar absorbe olarak kalin bagirsak hiicrelerinin
gereksinimini  karsilarlar  (36). Protein ve peptidlerin mikroflora tarafindan
metabolizmasi1 (Piitrefikasyon) sonucu ise kisa zincirli yag asitleri olusumunun yani
sira toksik maddeler (Amonia, aminler, phenol, thiol, indoller gibi) meydana
gelmektedir. (36). Olusan bu toksik maddeler karaciger bozuklugu olan kisilerde
detoksifiye edilemez. Fakat bagirsak florasindaki laktik asit bakterilerinin irettikleri

organik asitler sayesinde bagirsak pH’s1 diiser (13, 37) ve bu sayede amonyak yada



potansiyel olarak toksik diger azotlu bilesiklerin iiretimi ve absorbsiyonu inhibe edilmis
olur (38-39).

2.2.2. Trofik islevler
Bu islevler; a. Epitelyal hiicre cogalmasi ve farklilasmasinin kontrolii, b. Immiin

sistemin gelisiminin kontroliinii kapsamaktadir.

2.2.2.1. Epitelyal Hiicre Cogalmasi ve Farklilasmasinin Kontrolii

Kolonda olusan kisa zincirli yag asitlerinin kolon fizyolojisi i¢indeki en 6nemli
etkisi, intestinal epitel tizerindeki trofik etkisidir. Mikropsuz ortamda yetisen siganlarin
kolonlarinda kript hiicrelerinin yapim orani azalmistir ve kriptler daha az hiicre igerirler.
Bu da intraluminal bakterilerin kolonda hiicre proliferasyonu iizerine énemli etkilerinin

oldugunu diisiindiirmektedir (5, 40).

2.2.2.2. immiin Sistemin Gelisiminin Kontrolii

Gastrointestinal sistem 300-400 m? yi bulan genis mukozal yiizey alam ile
besinsel antijenler, patojen mikroorganizmalar ve ¢evresel ajanlarla karsi karsiya
kalmaktadir (1, 2). Karsilagilan bu ajanlara karsi intestinal epital bariyeri, mukozal
immun sistem ve intestinal mikroflora yardimi ile gelismis bir savunma sistemi
kurulmustur (1, 3, 4, 41). Epitel yiizeyindeki mukus bariyeri ve epitel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar yardimi ile bakteri ve antijenlerin bagirsak liimeninden
dolagima gec¢meleri engellenir. Bariyer fonksiyonunun onemli bir komponenti de
mukozal immun sistemdir. Peyer plaklarinda yerlesen lenfositlerden olusan GALT
viicuttaki immun hiicrelerin %70-80’ini olusturur ve en biiyliik immun organdir. Peyer
plaklarmin iizerlerinde bulunan 6zel epitel hiicreleri (M hiicreleri) ile bagirsak
liimenindeki antijenler alinir ve lokal dendritik hiicrelerde islenip CD4+ regiilator T
hiicre populasyonlarinin (Tyeg) sonraki egitimleri i¢in sunulur (Sekil 2-2). Normal
floraya ait canli ya da cansiz antijen Ornekleri stirekli liimenden 6rneklenip taninarak,
effektor lenfositleri suprese edecek olan IL -10, TGF- B gibi sitokinlerin salinimu ile
antijene tolerans saglanir. GALT potansiyel patojenlere karsi da hem dogal hem de

kazanilmis bagisiklik agisindan en 6nemli savunma organidir (1).

2.2.3. Koruyucu islev
Barsagin patojenlere karst koruma gorevini kapsar. Flora bakterileri, dis

kaynakli mikroplarin kolonizasyonuna kars1 6nemli bir direng hatt1 saglayip patojenlerin



doku invazyonunu Onlerken normalde bagirsakta bulunan firsatci patojenlerin de asiri

cogalmasini kontrol atinda tutarlar (5, 42, 43).

Intestinal epitel hiicreleri

A Epitel-igi lenfosit
~ Intestinal
Dendritik limen @3“
" (3
hiicreler

kript hiicreler

R a
B
] ‘g . ‘::
ol 9 A% /%ﬂ
et L
&
¢
Lenf damarlar

T hl‘.iCFZalum

B hiicre Mezenterik
: . folikiilleri lenf nodu
Lamina propriya

T

Ayrilmis lenfoid folikiili

Kript hiicreler

Sekil 2-2: Bagirsak ilisikli lenfoid doku (GALT) ve elemanlari (44).

Ozellesmis M hiicreleri tarafindan alinan intestinal limendeki antijenler burada bulunan dendritik
hiicrelerde islenir ve CD4+ regiilator T hiicre populasyonlarinin sonraki egitimleri i¢in sunulur.

2.3. Bifidobacterium Cinsi

2.3.1. Tarih¢e ve Taksonomi

Bifidobacterium ilk kez 1899 yilinda Pastor Enstitiisi’ nde Freshman Tissier
tarafindan anne siitiiyle beslenen saglikli bebeklerin diskisindan izole edilmis ve
Bacillus bifidus comminus olarak adlandirilmistir (45, 46). Baslangicta bu bakterilerin

bebeklerin bagirsak florasinin baskin elemani oldugu disliniilmiisse de sonraki

calismalar bifidobakterilerin erigkin insanlarda ve sicakkanli hayvanlarda da

bulundugunu gostermistir (47-49).



1920 yilinda Castellani ve Chalmers tarafindan yapilan aragtirmalarda bu
bakteri Bacterium bifidus olarak adalandirilirken daha sonraki g¢alismalarda ismi
Lactobacillus bifidus olarak belirlenmistir (50). 1967 yilinda De Vries ve arkadaslari
fruktoz-6- fosfat fosfoketolaz enzimini bifidobakterilerde belirlerken, aldolaz ve glikoz-
6-fosfat dehidrojenaz enzimlerinin bifidobakterilerde bulunmadigini, ancak bu
enzimleri laktobasillerin igerdigini bildirmislerdir (51). Bu bilgiye dayanarak 1974
yilinda ‘‘Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’’ nin 8. baskisinda Orla-
Jensen tarafindan bakteri, Bifidobacterium adini alarak 11 tiir iceren bir cins olarak
gosterilmigtir (52, 53). En son 2000 yili itibariyle 32 tiiri oldugu tespit edilen
Bifidobacterium, Actinobacteridae alt sinifindan Bifidobacteriales takimina bagh

Bifidobacteriaceae ailesinin bilinen iki cinsinden biridir (Sekil 2-2).

Domain(Grup): Bacteria

Sube: Firmucetes

Sinif: Actinobacteria

Alt simif: Actinobacteridae
Takim: Bifidobacteriales
Familya: Bifidobacteriacea
Genus: Bifidobacterium(32 tiir)

Sekil 2-3: Bifidobacterium cinsinin filogenisi — Biavati (54)’den .

Bifidobakterilerin tanimlanmasi icin fenotipik ve genotipik Ozellikler

kullanilmaktadir.

2.3.2. Bifidobakterilerin Fenotipik Ozelliklerine Gore Tanisi
Bifidobacterium’un  fenotipik 06zelliklerine gore tamimlanasmni  dort bashk

altinda toplayabiliriz:

Morfolojik 6zellikler



Fizyolojik 6zellikler
Biyokimyasal 6zellikler

Hiicre duvarmin bilesimi ve fosfolipit kompozisyonu (55).

2.3.2.1. Morfolojik Ozellikleri

Bifidobakteriler karakteristik bir morfolojiye sahiptirler. Gram pozitif,
hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle egri ¢ubuklar seklinde ve siklikla dallanmig
olarak bulunan anaerobik mikroorganizmalardir. Taze izole edilen suslar mikroskopta
diizensiz dallanan, Y ve V seklinde ¢omaklar halinde goriiniirler (Sekil 2-4). Bununla
birlikte, normal habitatlarinda siklikla ¢omaklar halinde olmalarina karsin, besi yeri
sartlar1 morfoloji degisikligine sebep olmaktadir (55, 56). Plak yiizeyinde ise koloniler

mukoid krem, bakir veya menekse renginde goriiniime sahiptirler (56).

2.3.2.2. Fizyolojik Ozellikleri

Bifidobakteriler anaerobik mikroorganizmalar olmakla birlikte oksijen
duyarlilig1 tiirlere ve her tiirlin suslarina gore farklilik gosterir. Bifidobakterilerin ¢cogu
katalaz negatiftir; ancak oksijeni tolere edebilen B. asteroides ve B. indicum gibi tiirler
oksijenli ortamda gelisirlerse katalaz aktivitesi pozitif olur (54). Stiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi enzimler, siiperoksit ve hidrojen peroksitin toksik etkilerine Kkarsi
organizmalarin korunmasina yardimci olur. NADH oksidaz ve NADH peroksidaz
oksijen kullaniminda gereken Onemli enzimlerdir (56, 57). Cogunlukla
bifidobakterilerin insanlarda en uygun gelisim sicakligi 36-38 °C iken hayvanlarda
oldukga yiiksek olup 41-43°C arasindadir (56). Gelisim igin optimum pH aralig1 6,5-7
arasinda olup, pH 4’ten az ve 8’den yiiksek pH’ da gelisim goriilmez (57).

Bifidobakteriler karbon kaynagi olarak karbonat veya bikarbonata ihtiyag
duyarlar. Organik asitler, yag asitleri ve amino asitler etkin karbon kaynagi degildir.
Yalnizca sistein ve sistin zorunlu azot kaynaklaridir (59). Bunun yaninda
bifidobakteriler “bifidojenik faktorler” olarak bilinen belirli biiylime faktorlerine ihtiyag
duyarlar. Bu maddeler, genelde N-asetil glukozamin gibi amino sekerler veya
fruktooligosakkaritler ve laktuloz gibi karbonhidratlardir (13, 60). Ayn1 zamanda son
yillarda yayinlanan kaynaklar tripsin, pankreatik veya papain sindirimiyle hidrolize
olmus kazein gibi proteinlerin hidrolizi ile olusan maddeleri de bifidojenik faktorlerin

igcinde degerlendirmistir (54, 61).
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Sekil 2-4: Gram yontemi ile boyanms preparasyonda Bifidobacterium longum (58).

Bakterinin biitiin bu gereksinimleri géz oniine alinarak bifidobakteriler i¢in ¢ok
sayida segici ve segici olmayan besiyerleri tarif edilmistir (54, 62). TPY (Tripticase
Phytone Yeast) besi yeri, modifiye WCA (Wilkins Chalgren Agar), modifiye Columbia
Agar, modifiye MRS (Man Rogosa Sharpe) agar ve RCA (Reinforced Clostridial Agar)

besi yerleri bunlarin en ¢ok bilinenleridir (62, 63).

2.3.2.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Bifidobakteriler metabolik aktivitelerinde kullandiklar1 karbonhidratlardan
dolayr laktobasillerden  farklililk  gostermektedirler.  Bifidobakteriler  heksoz
metabolizmasinda fruktoz—6-fosfat yolunu kullanirken, laktobasiller glikoz-6-fosfat
yolunu kullanmaktadirlar. Fruktoz—6-fosfat yolu sonunda olusan 6nemli metabolik
rtinleri; asetik asit ve L (+) laktik asittir (3/2) ancak bunlar diisiik diizeydedir.
Glikozdan CO, meydana getirmezler, katalaz, nitrat rediiksiyonu, indol olusumu ve

jelatin hidrolizi negatiftir, iireaz aktivitesi olan az sayida tiir bulunmaktadir (54, 55).

Bifidobacterium cinsinin tanimlanmasinda bakterinin bulundurdugu enzimler
olduk¢a 6nemlidir. Yukarda bahsedildigi gibi fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (F-6-PPK)
enzimi sadece Bifidobacteriaceae ailesinde mevcut oldugundan bu enzimin varligi
bagirsak florasinda cins tespiti igin yeterlidir. Aym1 zamanda 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz ve transaldolaz gibi enzimlerin elektroforetik paternleri de bazi tiirlerin

tanimlanmasi i¢in uygundur (54). Siit irlinlerinden izole edilen bifidobakteriler i¢in ise
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alfa galaktozidaz enzim testi laktobasillerde bulunmadigindan cins diizeyinde

tanimlama i¢in uygulanabilir (54).

Bifidobakterilerin fermentatif karakterlerine gére tanimlanmasi ise 1957°de ilk
defa yapilmis olmakla birlikte hala kullanilmaktadir (Tablo 2-2). Ancak kesin bir
tanimlama i¢in DNA-DNA hibridizasyonuna ya da hiicresel proteinlerin elektroforezine
ihtiyag duyulmaktadir (54). Cins diizeyinde tanimlama i¢in bir diger teknik de

fermentasyon {iriinlerinin gaz-likit kromatografisinin yapilmasidir (54).

Yukarda saydigimiz farkli fermentatif karakterler ve enzimlerin varligindan
faydalanarak hazirlanan ticari sistemler de bakterinin izole edildigi yere  gore
kullanilabilmektedir . API-ZYM, API- 32A, APl 50 CHL ve API 20-A ve Vitek 2
ANC (bio Merieux, Marcy L’Etoile) bunlara 6rnek olarak verilebilir.

Tablo 2-2: Bifidobacterium tiirlerinin degisik karbonhidratlara etkisi*-Biavati (54)’den

degistirilerek.
N N

sy s N3 = £ N S5 =
. N c Ed NN O 2 EE Q0 Q9 2 9 3 N = 2 <
o 3 8 S g 2 28 B2 E5E5E €L 32934828
5 Z EE P XTETEEELEXTEX S 33
= ¥ ooo»mp=2F 2200z d.85 020
B. bifidum - - + + d - -d [T
B.longum d d + + + + - + - -+ o+ o+ -+ - -+ -
B.infantis d d+ + + + - + - - - - + + - +dd d -
B. breve -+ + + + +d +d +d - ++ - +d - - -
B. adolescentis +d + + + +d +d +d + + + + +d + + +
B. angulatum + - + + + + - + - + d + + + + + + - - d
B. catenulatum + -+ + 4+ +d+d+ + + + + - +d + -d
B. pseudocatenulatum + + + + + +d + - +d + + + + + -d -d
B. gallicum + - 4+ o+ o+ 4+ - - -+ -+ -+ 4 oo
B. dentium + 0+ + + 4+ 4+ o+ -+ o+ -+ o+t
B. pseudolongum L . . . . 4 o+ o4+ 4 d - dd -
subs.pseudolongum
B. animalis + d + + + +d + - + - 4+ + 4+ + + - dd -
B. lactis B T S e T T -
B. thermophilum - -+ + ++d+ - d - - + - +dddd -
B. magnum + - 4+ 4+ + + -+ - - -+ o+ 4+ -+ - - -
B. pullorum + + + + + 4+ 4+ + - o+ -+ o+ o+ - -+ - -
B. asteroides + - +d +d - + - + - - 4+ + - - - + - +
B. subtile - - + + + 4+ d + - d + - + + + -d - + +
B. gallinarum + d + + + + + + - 4+ - + + + - + +d dy

Semboller: +, %90 veya daha fazla sus i¢in olumlu sonug; -, %90 veya daha fazla sus i¢in olumsuz sonug;
d, %11-89 oraninda sus i¢in olumlu sonug; y, belirlenemeyen.

" Biitiin suslar glikozu fermente etmis fakat gliserol, laktat ve ramnozu fermente etmemistir.
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2.3.2.4. Hiicre Duvarinin Bilesimi ve Fosfolipid Kompozisyonu

Bifidobakterilerin hiicre duvar1 muramik asit, alanin, glikozamin, glutamik asit
ve ornitin veya lisin ile birlikte treonin, aspartik asit, serin, glisin aminoasitlerinden biri
veya ikisinden olusan peptidoglikandan meydana gelir ve tiirlerin belirlenmesinde bu
murein yapili duvar 6nemlidir. Hiicre duvarindaki polisakkaritlerin bilesiminde glikoz,
galaktoz ve ramnoz bulunmaktadir. Tiirler arasinda peptidoglikanlarin aminoasit
dizilimi farklilik gostermektedir (17, 55). Bifidobakterilerde palmitik asit, palmitoleik
asit, stearik asit, oleik asit ve miristik asit gibi yag asitleri bulunmaktadir. Ayrica,
difosfotidilgliserol ve fosfotidilgliserol igeren laktobasil ve bifidobakteri tiirleri
olmasmma ragmen yalmizca bifidobakteriler poligliserolfosfolipitleri ve onlarin

lizotiirevlerini tiretirler (17).

2.3.3. Bifidobakterilerin Genotipik Ozelliklerine Gére Tanisi
Bifidobakterilerin genotipik 0Ozelliklerine goére tanimlanmasinda filogenetik

yaklagim ve klasik yaklasimdan s6z edilmektedir (54).

Filogenetik yaklagimda kullanilan iki temel teknik Rec A Analizi ve 16S rRNA
Dizi Analizidir.

Rec A Analizi: Bu teknik, ¢cogu bakteride bulunan ve yiiksek oranda korunmus
olan Rec A gen fragmentinin PZR ile ¢ogaltilmas1 ve dizi analizi yapilmasi esasina
dayanir. Elde edilen filogenetik iligki biitiin rRNA geni ile uyumludur. Hizli ve kolay

olmas1 ac¢isindan insan bagirsagindan izole edilen suslarin tanimlanmasinda

kullanighdir. (54).

16S rRNA Dizi Analizi: 16S rRNA geninin u¢ bdlgelerindeki korunmus
bolgeler icin hazirlanan primerler kullanilarak bakterilerden alinan 6rnekler PZR ile
cogaltilir. Dizi analizi yapulan amplikonlardaki veriler veritabanlar ile karsilastirilir ve

bu sayede hem cins diizeyinde hem tiir diizeyinde tanimlama yapilabilir (54).

Klasik yaklasimda ise G+C igeriginin saptanmasi ve DNA-DNA homolojisi
teknikleri kullanilir.

G+C Iceriginin Saptanmasi: Bifidobakterilerin DNA’sinda guanin+sitozin

yiizdesi yliksek ve tiirler arasinda farklilik gosterdigi i¢in tanimlamada kullanilmaktadir.
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DNA-DNA Homolojisi: Tiir i¢i ve tiirler arasi iligkileri saptamak i¢in altin
standarttir. iki tiiriin DNA’snin hibritlesmesi ne kadar fazla ise, tiirler aras1 o derece

yakinlik oldugu diistiniiliir (54).

Son donemde molekiiler biyolojide kullanilan c¢ok sayida teknik de
bifidobakterilerin tanimlamasinda kullanilmaktadir. ITS (Transkripsiyonu Yapilamayan
Bolgeler) analizi, PFGE (Degisken Alanli Jel Elektroforezi), ribotipleme, RFLP
(Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi), ARDRA (Amplifiye olmus
Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi), RAPD (Rastgele Amplifiye olmus Polimorfik
DNA) ve FISH (Floresan in situ Hibridizasyon) bunlar arasinda sayilabilir (54).

2.4. Bifidobacterium Cinsinin Probiyotik Ozellikleri

2.4.1. Probiyotik ve Prebiyotik Kavram

Probiyotik ve prebiyotik giinliik hayatta siklikla birbirine karistirilan, birbirinden
farkli ama birbirleriyle kuvvetli iligkisi olan iki kavramdir. Probiyotik kelimesi Yunanca
kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelen ve uzun yillardan beri gesitli sekillerde
kullanilan bir kelimedir (64). Glinimiizde ise 1998 yilinda Salminen ve ark. (65)
tarafindan ‘insan ve hayvanlarin sagligini gelistirmek i¢in tasarlanan gida, yem ya da
besinsel katkilardaki canli mikrobiyal preparatlar’ seklindeki ifade edilen tanim kabul

gérmiistiir ve kullanilmaktadir.

Bir mikroorganizmanin probiyotik olabilmesi i¢in belirli kriterlere sahip olmasi

gerekmektedir (29, 36, 65). Bunlar:

1. Mikroorganizma insan kokenli olmali, konak i¢in patojen ve karsinojenik

olmamali normal floray1 bozmadan patojen bakterilere etki etmelidir.

2. Ag1z yoluyla alindiginda etkili olabilmeli ve bunun i¢in asit pH ve safra

tuzlarina direngli olmalidir. Istendiginde konakgidan izole edilebilmeli.

3. Patojenlerle yarismali rekabet sonucunda probiyotik suslar1 bagirsak epiteline

patojenlerden Once tutunabilmeli veya agregasyon olusturabilmesi gerekmektedir.

4. Kullanilan sug {irlin igerisinde uzun siire canliligini koruyabilmeli, iiriinde
istenmeyen olusumlara neden olacak maddeler tiretmemelidir. Bunun yan1 sira {irettigi

bazi metabolitlerle ortamdaki patojen veya kontaminant bakterileri inhibe edebilmelidir.
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5. Biiyiikk 0lgekte iiretime uygun, istenmeyen aroma bilesikleri iiretmeyen,

fajlara  kars1 direngli suslar probiyotik iiretiminde basarili  bir  sekilde

kullanilabilmektedir.

6. Gastro-intestinal immun sistemi stimiile etmeli, kolon kanseri gelisimini

Onleyebilmeli.

7. Sindirimi kolaylastirmali, laktaz malabsorbsiyonuna ait semptomlar1 ortadan

kaldirabilmeli.

Prebiyotikler ise intestinal florada bulunan bir tiir veya sinirl sayidaki birkag
tir mikroorganizmanin ¢ogalmasini ve/veya aktivitesini Segici olarak aktive ederek
konagin saghgmi olumlu yonde etkileyebilen sindirilemeyen besin bilesenleri olarak
tanimlanmaktadir (66). Prebiyotikler kolondaki yararli mikroflora (Lactobacillus,
Bifidobacterium gibi) tarafindan selektif olarak kullanilir iken toksin iireten
Clostridium’lar, proteolitik Bacteriodes’ler ve toksijenik E. coli gibi potansiyel patojen
mikroorganizmalarin gogalmasini engellemektedir (11, 66-69). Yani diger bir deyisle

prebiyotikler, probiyotiklerin yiyecekleridir.

2.4.2. Bifidobacterium Cinsinin Probiyotik Olarak Onemi
Yukarda bahsi gegen probiyotiklerin sahip olmasi gereken 6zellikler géz Oniine

alindiginda bifidobakterilerin probiyotik 6nemi su sekilde 6zetlenebilir:

Protein  metabolizmasinin iyilestirilmesi: Bifidobakteriler fosfoprotein
fosfataz aktivitesine sahip olduklarindan insan siitinde bulunan o-kazeini

parcalayabilmekte ve bdylece siit proteinlerinin absorbsiyonuna katkida bulunmaktadir

(11).

Vitamin metabolizmasinin iyilestirilmesi: Yasa bagl olarak saglikli insanlarin

bagirsak sisteminde baskin olarak bulunan bifidobakteriler, Bi, B,, Bs, Bz, K>

vitaminleri ve ayrica nikotinik asit ve folik asit iiretmektedirler (12, 13, 70 ).

Bobrek rahatsizhiklarim giderme: Bifidobakteriler tarafindan amonyagin bir
nitrojen kaynagi olarak kullanilmasi, amonyak ve amin iireten bakterilerin gelisiminin
Oonlenmesi, bifidobakteriler tarafindan iiretilen organik asitlerle bagirsak pH’sinin
diismesiyle iyonik kosullarin  olusmasi ve amonyak diizeyinin azalmasi,

bifidobakterilerin alifatik aminler, hidrojen siilfit veya nitritler olusturamamasi gibi



15

ozelliklerine bagli olarak, bobrek rahatsizliklarini iyilestirme ve kan amonyak diizeyini

azaltmada onemli etkileri vardir (14).

Bagisiklik sistemini aktiflestirme etkileri: Bifidobakterilerin mitojenik etki,
makrofaj ve antikor liretimini tesvik etme ve antitimor etkisi gibi degisik immunolojik

fonksiyonlarmin bulundugu bildirilmistir (16).

Laktoz kullammmn iyilesmesi: Ince bagirsakta B-galaktozidaz veya laktaz
enzimi yeterli miktarda bulunmadiginda laktoz, kalin bagirsak mikroflorasi tarafindan
fermente edilmekte ve olusan hidrojen, metan ve CO, gazlar1 sebebiyle karm agrisi,
kramp ve ishale neden olmaktadir. Bifidobakteriler ise B-galaktozidaz enzimini

salgiladiklarindan laktozun sindirilmesinde iyilestirici rol oynarlar (17, 71,72).

Ishal ve kabizh@in onlenmesi: Bifidobakteriler tarafindan iiretilen organik
asitlerin bagirsagin peristaltik hareketini tesvik ettigi ve normal bagirsak hareketine
yardimc1 oldugu sanilmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, kabizlik ceken hastalarin,
bifidobakteri iceren siit ve iiriinlerini tiiketmeleri durumunda bagirsak hareketinde bir
iyilesme oldugu ve diskida su miktarinin arttig1 tespit edilmistir (11). Bunun yaninda,
antibiyotik kullanim1 ile veya viral etkenle olusan ishallerin iyilestirilmesinde

bifidobakterilerin kullanilabilecegi tespit edilmistir (14).

Antimikrobiyal etkileri: Bifidobakteriler dogrudan veya dolayli olarak
antimikrobiyal etki gosterirler. Bakteriyosinler bifidobakteriler tarafindan iiretilen
antimikrobiyal maddeler arasindadir ve dogrudan antimikrobiyal etki gosterirler.
Anand (15) tarafindan yapilan ¢aligmada, B. bifidum 1452 NCDO ve B. bifidum 1454
NCFB suslart tarafindan dretilen bifidin ve bifidosin olarak adlandirilan
bakteriyosinlerin, bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir.
Bifidobakterilerin dolayli olarak gdsterdikleri antimikrobiyal etkileri i¢in, ortamdaki
demiri etkin bir bigcimde baglayarak patojenler i¢in kullanilmaz duruma getirmelerini ve

olusturduklar asitler sebebiyle bagirsak pH’sin1 diigiirmelerini sdyleyebiliriz (73).

Antikanserojenik (antikanser) aktivite: Birgok in vitro ve hayvanlar iizerinde
yapilan aragtirmalarla bifidobakterilerin antimutajenik ve antikanserojenik etkiye sahip
olduklar1 ortaya konmustur. B. longum kolon, bobrek ve g6giis kanserini tesvik eden
‘“2-amino-3-metil-imidazol quinoline’” (IQ)’ yu inhibe etmekte veya azaltmaktadir

(18). Ayrica bifidobakterilerin azoreduktaz, B-glukuronidaz, ve nitroreduktaz gibi pro-
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kanserojenleri kanserojen maddelere doniistiiren enzimlerin aktivitelerini engelledigi
gosterilmistir (13, 74, 75).

Serum Kkolesterol diizeyinin azaltilmasi: Bifidobakterilerin, kan lipitlerinin
diisiiriilmesi ve kalp hastaligi riskinin azaltilmasinda rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir.
Laktobasiller ve bifidobakteriler ile yapilan ¢esitli deneyler, bu bakterilerin belirli

suslarinin, safra tuzlari varliginda, kolesterolii asimile edebilme yetenegine sahip

oldugunu kanitlamistir (19).

Alerjik hastahiklarin belirtilerinin hafifletilmesi: Kirjavainen ve ark. (76)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Bifidobacterium lactis Bb12 susunun bagirsak florasini

diizenleyerek baslangic asamasindaki ataopik ekzemay: hafiflettigi gosterilmistir.

2.5. Alerjik Dermatit ve Astim

2.5.1. Alerjik (Atopik ) Dermatit

Alerjik (Atopik) dermatit (AD), ¢ogunlukla infant ve erken cocukluk ¢aginda
baslayan, genetik faktorlerin eslik ettigi, ¢esitli allerjenlerle tetiklenebilen, tekrarlayan,
kronik, inflamatuvar bir deri hastahigidir (20-23). Hastalarda genellikle serum IgE
diizeylerinde yiikselme, ailesel veya kisisel astim ve/veya alerjik rinit Oykiisii
bulunmaktadir (21, 23, 77, 78). Hastaligin etyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber
genetik, cevresel ve infeksiyoz faktorlerin katilimiyla kompleks cok etkenli bir

etiyolojinin rol oynadig: diigiiniilmektedir (20-23, 77, 78).

AD insidansi giderek artmakta olup son 40-50 yil boyunca her on yilda bir iki
kat artis gostermistir (21, 23, 79). Hastaligin 6zellikle sanayi iilkeleri ve kentlerde
yiiksek sosyoekonomik sinifta arttigi gézlenmistir (20, 80).

Patogenez: AD patogenezi halen yeterince aydinlatilamamis olmakla birlikte
immunoglobulin IgE ile olusan tip I reaksiyonlarin ve T hiicreleri ile olusan tip 1V

reaksiyonlarin patogenetik rol oynadigr ileri siiriilmektedir (20, 21).

Klinik ve laboratuvar tamsi: Alerjik dermatit bebeklerde, c¢ocuklarda ve
yetiskinlerde farkli klinik tablo gostermketedir. Bebeklerde en sik tutulan bolge yiizdiir.
Burun ve agiz ¢evresinin korundugu yiizde, 6zellikle yanaklar olmak {izere alin ve

¢enede sinirlari belirgin olmayan eritem gozlenmektedir (20-23, 81, 82). Yanaklar
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disinda sagli deri ve boyun, emekleme basladiktan sonra ekstremitelerin ekstensor
yiizleri ve govdede lezyonlar olusabilir (81, 83). AD'li infantlarin birgogunda, deri
belirtileri iki yasina kadar gerilerken bazilarinda, ¢ocukluk donemi AD'ine gecis

olabilmektedir (20, 81, 83).

AD tanisinda kullanilan spesifik ve rutin bir laboratuvar yonteminin olmamasi
nedeniyle tani, Oykii ve klinik ozelliklere dayanarak konulmaktadir. Bugilin tim
diinyada yaygm olarak kullanilan AD tani Kriterleri, "Hanifin-Rajka tarafindan
belirlenen major ve mindr kriterlerden olusmaktadir. Kasinti, kiside veya ailede alerji
Oykiisii, kronik ve yineleyen dermatit, iki yasina kadar bebeklerde ve ¢ocuklarda yiiz ve
ekstensor bolge tutulumu, eriskinlerde dirsek bolgesinde kalinlasma ve sertlesme gibi
major olglitler ile serum IgE diizylerinde yiikselme, deri testlerine pozitif erken tip
alerji yanit1 ve el ve ayaklarda nonspesifik dermatit gibi bulgularin i¢inde bulundugu

cok sayida mindr Olgiitler bunlardan bazilaridir (20).

Son yillarda ozellikle serum total IgE diizeyleri yliksek olan AD'li hastalarda
cesitli antijen ve allerjenlere karst duyarlilign belirlemek amaciyla deri testleri
uygulanmakta ve serum spesifik IgE diizeyleri degerlendirilmektedir (21, 78, 79, 82,
84).

Tedavi: AD tedavisinde ilk adim, genis bir sorguya dayanmaktadir; baslangi¢
yasi, aile Oykiist, tetikleyen faktorler, enfeksiyonlar, banyo ve nemlendirme hatalari,
uyartilara maruz kalma, ates, terleme, duygusal stres, alerjiler, ge¢miste kullanilan
tedaviler dikkatle incelenmelidir (20, 85). Genellikle topikal ilaglarin kullanimi, oral
antihistaminikler ve bireysel uyarici faktorlerin eliminasyonu yeterli olmaktadir (20,
86). AD'de kullanilan spesifik tedavi yaklagimlari dort grupta siniflandirilmaktadir (87).
Bunlar; derideki yag ve nem dengesini korumaya yonelik maddeler ile antiinflamatuvar
etkisi olan kortikosteroidler gibi maddelerin kullanilmasini oneren topikal tedaviler,
antihistaminikler, antimikrobiyaller ve immun sistem {zerindeki farkli hiicreleri
etkileyen  c¢esitli ajanlarin  kullanildig1 sistemik tedaviler, ultraviyole 1sinlarin

kullanildig: fototerapi ve antijen- antikor kompleksi ile yapilan immunoterapidir (20).

Alerjik dermatitin Onlenmesinde ve tedavisinde diger bir yaklasim da
probiyotik kullanimidir. Probiyotiklerin alerjiye genetik olarak yatkin gebelerde ve
dogumdan sonra ilk alt1 ayda bebeklerinde kullanimi ile alerjik dermatit ve besin

alerjisinin %50’ye varan oranlarda onlendigini ve hasta bebeklerde kullanimi ile de
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hastaligin siddetinin azaldigini destekleyen ¢ok sayida klinik ¢alisma bulunmaktadir
(88-90).

2.5.2. Astim

Astim olusumunda genetik ve c¢evresel faktorlerin birlikte rol aldiklari
bilinmesine karsin etyopatogenezi heniiz tam acgiklifa kavusmamistir. Bu nedenle
tamim1  biyiik Olgiide hastalik 6zelliklerini tarif edici niteliktedir. Havayolu
inflamasyonunun yol agtigi fonksiyonel degisikliklere gore yapilan astim tanimi
sOyledir: Astim hava yollarinin kronik inflamatuvar bir hastaligidir. Kronik
inflamasyon, ozellikle gece veya sabahin erken saatlerinde meydan gelen tekrarlayici
hiriltilt solunum, nefes darligi, gogiiste sikisma hissi ve oksiiriik ataklarina neden olan
hava yolu asir1 duyarlilig: ile iligkilidir. Bu ataklar kendiliginden veya tedavi ile geri

doniislii, degisken bir hava yolu obstriiksiyonu ile birliktedir.

Cocuk ve erigkinler i¢in nisbeten standardize ve karsilastirilabilir yontemlerle
yapilan arastirmalarda, astim prevalansinin farkli iilkelerde %1-18 arasinda degistigi
bulunmustur. Cocukluk donemi astim epidemiyolojisi arastirmalar1 sonuglarina gore
astim prevalansinin ¢ocuklarda %2-15 ve erigkinlerde ise %2-5 arasinda dagilim
gosterdigi goriilmektedir. Bazi ¢ocukluk donemi calismalarinda elde edilen yiiksek

prevalans degerleri astim prevalansinin yasla azaldigini diisiindiirmektedir (24, 91-93).

Risk faktorleri; kisiyi astima yatkin kilan “kisisel faktorler” (genetik, obezite,
cinsiyet) ve genetik olarak astima yatkin olanlarda astim gelisimine yol agan “gevresel
faktorler” (allerjenler, enfeksiyonlar, mesleki duyarlastiricilar, sigara, ev i¢i ve ev disi
hava kirliligi) olmak {izere iki grupta toplanmaktadir. Astim gelismesine yol agan
faktorler yani sira astim semptomlarini tetikleyen faktorler de vardir (24, 94). Astimin
ortaya ¢ikmasinda etkili risk faktorlerinin basinda genetik faktorler gelir (95). Astim
alevlenmesine yol agan faktorler ise genellikle gevresel olanlardir. Genlerin hem kendi
aralarinda, hem de cevresel faktorler ile etkileserek bireyin astima egilimini artirdiklar

diistiniilmektedir (96).

Allerjenler ve astim iliskisi: Ic ve dis ortamdaki allerjenlerin astim
alevlenmelerine yol actiklari iyi bilinmesine ragmen, astim gelisimindeki rolleri tam
aydinlatilamamistir (94, 97). Yenidogan doneminden baslayan kohort c¢alismalari, ev
tozu akar allerjenleri, kedi ve kdpek tiyii ile Aspergillus’un 3 yasina kadar astim

benzeri semptomlar igin risk faktorii olduklarimi diisindiirmektedir ( 24, 94). Allerjen
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temas1 ve c¢ocuklardaki duyarlanma arasindaki iligkinin allerjene, dozuna, maruziyet
donemine, ¢ocugun yasina ve muhtemelen genetik faktorlere baghh oldugu

distintilmektedir (24).

Patogenez: Semptomlar nobetler halinde olsa da astimdaki hava yolu
inflamasyonu siireklidir ama astim siddeti ile inflamasyonun yogunlugu arasindaki
iliski net olarak gosterilememistir (98). Inflamasyon biitiin hava yollarmi etkiler
bununla birlikte fizyolojik etkileri orta boy bronslarda en belirgindir. Hava yollarindaki
inflamasyon paterni, astimin biitiin klinik formlarinda ve biitiin yas gruplarinda benzer
goriinmektedir. Mast hiicreleri, eozinofiller, T lenfositler, dendritik hiicreler, makrofaj
ve notrofiller inflamasyonda rol alan inflamatuvar hiicreler olup ayrica epitel, diiz kas,
endotel hiicreleri; fibroblastlar, miyofibroblastlar ve hava yollar1 sinirleri de

inflamasyonda rol alan hava yolu yapisal hiicreleridir (24, 99-101).

Astimla iligkili ¢ok sayida mediatoriin (Aract molekiil) oldugu ve bunlarin hava
yollarindaki karmasik inflamasyonu yonettikleri de bilinmektedir. Hava yollarinda
olusan bu inflamatuvar cevaba ek olarak, hava yolu yeniden yapilanmasi (remodelling)
olarak adlandirilan karakteristik yapisal degisiklikler de hastaligin olusumunda etkilidir
(24, 102).

Hava yolu daralmasi semptom ve fizyolojik degisikliklere yol agan asil olaydir.
Hava yollarindaki diiz kas kontraksiyonu, ddem, yeniden yapilanmaya bagli duvar
kalinlagmasi, mukus sekresyonu artisi ve bunun olusturdugu tikaglar hava yolu

daralmasini ortaya ¢ikarir (24).

Klinik ve laboratuvar tamisi: Astim tanisinda anamnez ¢ok 6nemlidir. Tanisal
testlerin pozitif olmasi taniyr destekler ancak negatif olmasi taniyr dislamaz. Tani,
nobetler halinde gelen nefes darligi, hisilti, Oksiiriik ve gogiiste baski hissi gibi
semptomlarin varligi ile konur (24). Astimli hastalarin ¢ogunda rinit semptomlar: da
vardir. Semptomlarin giin iginde veya mevsimsel degiskenlik gdstermesi, sis, duman,
cesitli kokular veya egzersiz gibi nedenlerle tetiklenmesi, geceleri artis olmasi ve uygun
astim tedavilerine yanit vermesi astim tanisini destekler (24). Ailede astim Gykiisiiniin
bulunmas1 ve alerjik hastaliklarin varligi taniyr koymaya yardimci olan diger

ozelliklerdir.

Astim gesitli klinik fenotiplerle seyredebilir (103). Onceleri ekstrensek (alerjik)

ve intrensek (alerjik olmayan) astim seklinde baslayan fenotipik yaklasima zamanla
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erken- gec baslangich astim, oksiiriikle seyreden astim, egzersiz astimi, noktiirnal astim,
aspirine duyarli astim, premenstriiel astim, steroide direng¢li/bagimli astim, brittle astim,

meslek astimi gibi fenotipler eklenmistir (24).

Anamnezinde alerji diisiiniilen hastada ilk tercih edilecek yontem deri prik
testidir. Eger hastanin anamnezi test sonuglari ile uygunluk gdstermiyorsa bu
degerlendirme anlam tasimaz. Giinlikk pratikte bu testi yapmanin asil amaci, alerjik
astimlilar1 ayirmak ve eger hastanin bulundugu ortamda kendisini etkileyen bir allerjen
varsa ondan uzaklasmasini saglamaktir. Alerjik duyarliligin saptanmasi igin testlerde
yer almasi Onerilen standart allerjenler; pozitif/negatif kontrol, ¢imen poleni,

Dermatofagoides pteronyssinus, kedi ve Alternaria allerjenleridir (104).

Spesifik IgE dl¢iimii, pahali ve duyarlilig: diisiik bir yontemdir. Serum Total IgE

6l¢limiiniin atopi tanisinda kisisel bazda 6nemli bir degeri yoktur (104).

Solunum fonksiyon testi, hava akimi kisitlanmasini ve reverzibilitesini 6lgmek
icin yapilan spirometrik inceleme, PEF metre denilen hastanin evde hava akimi
degerlerini giinliik takip edebilmesi i¢in kullanilan cihazla yapilan PEF 6l¢timii, hava
yolu duyarliligin1 6l¢lim testi, total hiicre sayilari, eozinofil, nétrofil veya mediyatorler
gibi inflamatuvar belirteclerin takip edildigi laboratuvar testleri astimin tani ve
takibinde kullanilan diger testlerdir (105-107).

Tedavi: Astim tedavisinde yapilmasi gereken ilk is ortamdan tetikleyicileri
(sigara dumani, allerjenler, inhale edildiginde zarar veren kimyasallar, Kirli hava vb.)
kaldirmaktir veya maruzuyeti azaltmaktir. Kullanilan ilaglar kontrol edici ve rahatlatici
(semptom giderici) ilaglar olarak ikiye ayrilir. Kontrol edici ilaglar, ¢ogu zaman
antiinflamatuvar etkileri sayesinde astimin kontrol altinda tutulmasini saglayan her giin
ve uzun siire kullanilan ilaglardir. Rahatlatict ise hizli etki ederek bronkokonstriksiyonu

geri dondiiren, semptomlari gideren ve gerektiginde kullanilan ilaglardir (24, 108).

Astim  tedavisi, inhalasyon yoluyla, oral veya parenteral olarak
uygulanabilmektedir. Inhaler tedavinin baslica avantaji, diisiik sistemik yan etki
riskiyle, ilaglarin dogrudan hava yollarma verilmesini ve bu bolgelerde daha yiiksek
lokal konsantrasyonlara ulasabilmesini saglamasidir. Inhale steroidler giiniimiizde

mevcut en etkili kontrol edici ilaglardir (24).
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3. GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiz, Eyliil 2011- Mart 2012 tarihleri arasinda astim veya alerjik
dermatit tanis1 almis 100 hasta ile kontrol grubu olarak 100 saglikli ¢ocuktan alinan
gaita numuneleri ile Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali

laboratuvarlarinda yapildi.

Numuneler, Istanbul Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi
Alerji Poliklinigi’ne, Enfeksiyon servisi ve Siit cocugu servisi’ne bagvuran ve ¢alisma

Kriterlerimize uyan hasta ve saglikli cocuklardan alindu.
Calismaya dahil olacak hastalar i¢in temel kriterlerimiz:

a. Son iki hafta i¢inde gram pozitif bakterilere karst etkili bir antibiyotik

kullanmamis olmak,
b. Hayatinin bir doneminde mutlaka anne siitii almis olmak,
c. Ug yas veya ii¢ yas alt1 olmak,

d. Literatiirde belirtilen kriterlere goére alerjik dermatit veya astim tanisi

almis olmak (109, 110).

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullamlan Besiyerleri

Bifidobakterilerin iiretilmesi i¢in kullanilan pek ¢ok segici ve genel iiretici besi
yerleri bulunmaktadir. Biz ¢alismamizda Trypticase Phytone Yeast (TPY) besi yerini
secici olmayan, genel tretici sivi besi yeri olarak, modifiye Trypticase Phytone Yeast
Agar(TPYA), modifiye Wilkins Chalgren Agar (WCA) basta olmak tizere modifiye de
Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) ve modifiye Coloumbia agar (DP Agar) besi

yerlerini de segici besi yerleri olarak kullandik.

3.1.1.1. TPY (Trypticase Phytone Yeast) Sivi Besi yeri
Trypticase (Triptikaz) (BBL) 10 gr/L

Phytone (Soya peptone) (BBL) 5gr/L



Glikoz (Oxoid)

Yeast extract (Maya 6ziitii) (Oxoid)
Tween 80

L-Sistein HCI

K2HPO4

MgClI 6H,0

Distile su

ZnSO47H,

CaCl,

FEC|3
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15g/L
2,5 gr/L
Iml/L
0,5 gr/L
2gr/L
0.5¢gr/L
1000 ml
0,25 gr/L
0,15 gr/L

3gr/L

Gerekli malzemeler karistirilip az miktarda distile su iginde eritilip son hacim

1000 ml’ye tamamlandi, son pH 6,5 — 6,8’¢ ayarlandi ve tiiplere 10’ar ml dagitilip
agizlart pamuklanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlandi (47, 54).

3.1.1.2. Modifiye TPYA Besi yeri

TPY besi yeri yukarida belirtilen malzemeler yani sira, kati besi yeri olarak

kullanilacagr i¢in 20g/L agar ve asagidaki

malzemeler ilave edilerek modifiye edildi.

Dikloksasilin sulu ¢6zeltisi laktobasil ve streptokoklari inhibe etmek ig¢in kullanildi

(1112).
Hemin (5 mg/ml)
Vitamin K1 soliisyon (1mg/ml)
Defibrine koyun kani

Dikloksasilin (1mg/ml)

1ml

1ml

50 ml

2ml/L
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Hemin otoklavdan 6nce digerleri otoklavlama igleminden sonra 45°C’ye kadar
sogutulmus besiyerlerine karigtirildiktan sonra besi yeri, petrilere 4 mm kalinliginda
dokiildii.

3.1.1.3. Modifiye WCA (Wilkins-Chalgren Agar) Besi yeri

Wilkins-Chalgren Agar (Oxoid) 42 g/L
Tween 80 5ml/L
Glikoz 10 g/L
Agar 59/L
L-Sistein HCI 0,5 gr/L
Kanamisin (100 mg/ml) 0,075 ml /L
Distile su 1000 ml

Kanamisin disindaki malzemeler karigtirtlip bir miktar distile suda eritildi ve
son hacim 1000 ml’ye tamamlandi, son pH 6,5’¢ ayarlandiktan sonra, besi yeri
121°C’de 15 dakika otoklavlandi. 45°C’ye kadar sogumus besi yerine 0,075 ml
kanamisin eklendi. Petrilere 4’er mm kalinliginda dokiildii (63).

3.1.1.4. Modifiye MRSA (de Man Rogosa Sharpe) Besi yeri

MRS agar (Merck) 68,2 gr/L
Distile su 1000 ml
Dikloksasilin (1mg/mL) 2 ml/L

Dikloksasilin digindaki malzemeler karistirilip distile su i¢inde erimesi saglandi.

Son hacim 1000 ml’ye tamamlandi, pH 6,8’e ayarladi. 121°C’de 15 dakika
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otoklavlandiktan sonra,besi yerinin 45°C’ye kadar sogumasi beklendi ve dicloxacilin

cozeltisi eklendi. Petrilere 4’er mm kalinliginda dokiildi (111).

3.1.1.5. DP Agar (Modifiye Columbia Agar) Besi yeri

Columbia agar (Merck) 42 g/L
Glikoz 5g/L

L- Sistein HCI 0,59/L
Dikloksasilin(Img/ml) 2 ml/L
Propiyonik asit soliisyon 5ml/L

Antibiyotik digindaki malzemeler karistirilip distile su i¢inde erimesi saglandi.
Son hacim 1000 ml’ye tamamlandi, pH’ nin 6,8 civarinda olmasi saglandi. 121°C’de 15
dakika otoklavlandiktan sonra 45°C’ye kadar sogumasi beklendi ve dikloksasilin

cozeltisi eklendi. Petrilere 4’er mm kalinliginda dokiildii (112).

3.1.1.6. Cikolatams1 Agar Besi yeri

Mueller Hinton besi yeri 379
Agar agar 15¢
Defibrine koyun kani 50 mi
Distile su 1000 ml

Mueller Hinton besi yeri, su ve agar karigtirtlip, 1sitilarak erimesi saglandi.
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi, 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
icine % 15 oraninda defibrine koyun kani ilave edildi. Kaynar suda 2 dakika tutuldu.
Iyice karistirilip 4 mm kalilikta olacak sekilde petri kutularma dagitildi. Cikolatams:
besi yeri ireyen muhtemel Bifidobacterium tiirlerinin izolasyonu asamasinda

aerotolerans testi i¢in kullanildu.



25

3.1.2. Stok Soliisyonlar

3.1.2.1. Hemin Stok Soliisyonu (5 mg/ml)

Hemin 0,59
NaOH ( 1N soliisyon) 10 mi
Distile su 90 mi

Heminin 10 ml 1 N NaOH soliisyonunda ¢oziinmesi saglandi, 90 ml distile su

ilave edildi ve 151k ge¢irmeyen bir kap igerisinde buzdolabinda saklandi.

3.1.2.2. Vitamin K1 Stok Soliisyonu (1 mg/ml)

K1 vitamini (Sigma) 0,19r
Saf etanol 100 ml

K1 vitamini saf etanol ile ¢oziilerek hazirlandi. Por biiyiikliikleri 0,45 pum olan
(Orange Scientific)seliiloz asetat membran yapida mikrofiltrelerden siiziillip steril
olmasi saglandi ve +4 ° C’de, 151k gecirmeyen bir kap icerisinde saklandi.
3.1.2.3. Kanamisin Stok Soliisyonu (100 mg/ml)

Kanamisin (Sigma) 1g
Steril fosfat tampon (pH=8 ) 10 ml

Kanamisin pH 8 fosfat tamponda ¢oziildiikten sonra, por biiyiikliikkleri 0,45 pm
olan (Orange Scientific)seliiloz asetat membran yapida mikrofiltrelerden siiziildii ve
enjektorlere 0,5 er ml dagitilarak derin dondurucuda saklandi .
3.1.2.4. Dikloksasilin Stok Solusyonu (1 mg/ml)

Dikloksasilin 10 mg
Distile su (steril) 10 ml

Dikloksasilin distile su i¢inde ¢oziildiikkten sonra por biyiiklikleri 0,45 um
olan (Orange Scientific) seliilloz asetat membran yapida mikrofiltreler ile siiziildii 1’er

ml enjektorlere alinip -20 “C’de saklandi.
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3.1.2.5. PBS(Phosphate Buffered Saline- Sodyum Fosfat Tamponu )( pH=6,8)
A Eriyigi=0,2 M monobazik sodyum fosfat stok ¢ozelti:

NaH,P04.2H,0 31,2 ¢gr

Saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak eritildi.

B Eriyigi=0,2 M dibazik sodyum fosfat stok ¢ozelti:
Na;HPO4.2H,0 28,39 gr

Saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak eritildi.

A c¢ozeltisinden 51 ml, B c¢ozeltisinden 49,0 ml kanstirilarak ~ pH=6,8’¢

ayarlandi.

3.1.3. API 20-A Tamimlama Kiti ve Reaktifler

BioMerieux firmasina ait APl 20-A Anaerop bakteri tanimlama kiti, 16 sekerin
fermentasyonunu, jelatin hidrolizini, eskiilin hidrolizini, indol olusumunu ve iireaz
varligini1 enzimatik olarak saptayan ve 21 farkli testin yapilmasina olanak saglayan bir

sistemdir.

APl 20-A sistemini kullandiktan sonra sonuglarin degerlendirilmesi asamasinda
bromkresol mavisi (BCP), Ehrlich ayiract (EHR), ksilol (XYL) reaktifleri ve mineral
yaga ihtiyag duyulmaktadir. Bu reaktifler kullanima hazir olarak temin edildi. Bu
sistemle besiyerlerimizde iireyen muhtemel Bifidobakteri tiirlerinin cins diizeyinde 6n

tanimlamasi yapildi.

3.1.4. Bifidobekterilerin PZR ile Tanimlanmasinda Kullanilan Malzemeler

3.1.4.1. Cozelti ve Tamponlar
Deoksiniikleotid Trifosfat (ANTP set)

Bu set(Jena bioscience ); dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisimi icermektedir. 100
mM konsantrasyonunda olan bu setten 10 mM konsantrasyon saglayacak sekilde

hazirlandi.
Taq DNA Polimeraz

Tag DNA polimeraz(FJ Tag DNA Polimerase) 5 U/ul olarak iiretici firmadan
alind1. Iceriginde; Taq DNA polimeraz(5U/ul ), 1 ml ambalajda 10xPZR buffer(10mM
Tris-HCI(pH 8,8), 50mM KCI), 1 ml ambalajda MgCl,(50 mM) mevcuttur.
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Elektroforez Tamponu(10x TBE — Jel ve Tanklar i¢in Tampon)

Fc Biotek marka hazir olarak alind1. Iceriginde:

Tris baz 108 g
Borik asit 559
EDTA0,5M, Ph 8,0 40 ml

Deiyonize su  bulunmaktadir.
Etidyum Bromiir

Fisher Bioreagent marka 10 mg/ml konsantrasyonda hazir olarak alindi. Distile
suda manyetik karistiric1 ile uzun siirede ¢oziinmesi saglandi. +4 °C’de 1siktan uzak

muhafaza edildi.
Yiikleme Tamponu(Loading Buffer)

Genoks marka hazir olarak alind1. Igeriginde;
Bromfenol mavisi %0,25
Gliserol %30

Bulunmaktadir. Hazirlanan tampon +4°C’de saklandi.
Agaroz Jel Hazirlamisi

%1,7 oraninda agaroz jel hazirlamak i¢in 1,7 g agar (Biomax) tartilarak iistiine
100 ml 0,5X TBE tamponu eklendi. Mikrodalgada 750 watta eriyinceye kadar 1sitilarak
jel eritildi. Yaklasik 50 “C’ye sogutulduktan sonra icine 4 pl etidyum bromiir ilave
edildikten sora yiirlitme tablasina dokiildii ve taraklar yerlestirilerek soguyup
katilasmaya birakildi.

3.1.4.2. Primerler
Calismamizda Bifidobacterium cinsine ait yedi farkli tiir-spesifik primer
kullanilmistir (Tablo 3-1).
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Tablo 3-1: Multipleks PZR calismasinda kullanilan 7 farkh primerin o6zellikleri-
Matsuki (113)’den.

Tiire Baz dizilimi Uzunluk mol Uriin
spesifik boyutu(bp)
primer
Bilon-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 20 200nmol 831
Bilon-2 GGGAAGCCGTATCTCTACGA 20 200nmol
Biado-1 CTCCAGTTGGATGCATGTC 20 200nmol 279
Biado-2 CGAAGGCTTGCTCCCAGT 19 200nmol
Bibre-1 CCGGATGCTCCATCACAC 19 200nmol 288
Bibre-2 ACAAAGTGCCTTGCTCCCT 19 200nmol
Bibif-1 CCACATGATCGCATGTGATTG 21 200nmol 278
Bibif-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA 19 200nmol
Bimnf-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 20 200nmol 828
Biinf-2 GGAAACCCCATCTCTGGGAT 20 200nmol
Bicatg-1 CGGATGCTCCGACTCCT 17 200nmol 285
Bicatg-2 CGAAGGCTTGCTCCCGAT 18 200nmol
Pseul f ACGGCGACGTGGAGCGG 17 200nmol 285
Pseu2r TAGACGGCTCCATCCACAAAG 21 200nmol

Bilon-1 ve Bilon-2: Bifidobacterium longum, Biado-1 ve Biado-2: Bifidobacterium adolescentis, Bibre-1 ve Bibre-2:
Bifidobacterium breve, Bibif-1 ve Bibif-2: Bifidobacterium bifidum, Biinf-1 ve Biinf-2: Bifidobacterium infantis,
Bicatg-1 ve Bicatg-2: Bifidobacterium catenulatum grup, Pseul f ve Pseu? r: Bifidobacterium pseudocatenulatum.

3.2. Yontemler
Calismamizda numune alimindan Bifidobakteri tiirlerinin PZR ile

tanimlanmasina kadar olan asamalarda kullandigimiz yontemler asagida 6zetlenmistir.
Hastalara ait bilgilerin yer aldig1 formlarin doldurulmasi
Hastalardan 6rnek toplanmasi ve laboratuvara getirilmesi
Spesifik besi yerlerine ekim ve Anaerop ortamda inkiibasyon

Bifidobacterium cinsinin izolasyonu ve tanimlanmasi

3.2.1. Hastalara Ait Bilgilerin Yer Aldig1 Formlarin Doldurulmasi

Calismamizda Istanbul Universitesi Tibbi Etik Kurul Yonergesi’ne gore
hastalarin yasal temsilcilerinin bilgilendirilmis onaylari alindi. Digki numunesi alinan
alerji poliklinigine ve infeksiyon servisine gelen ¢ocuklarin yakinlarindan alinan
bilgilerle hastalara ait formlar dolduruldu. Bu formlarda ¢ocuklarin yas, cinsiyet, alerji
sikayetleri ve sikayetin ne zaman basladigi, yapild: ise total ve spesifik IgE ol¢iimleri,
deri testleri sonuclari, antibiyotik kullanimlari, dogum sekilleri, dogumu takiben anne
stitli alim siireleri ve ailede alerjik birey varligi, kabizlik veya ishal rahatsizliklarinin

olup olmadig1 yer aldi. (Form 1)
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3.2.2. Hastalardan Ornek Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Ornek toplama asamasinda hastalardan gaita ornekleri plastik diski toplama
kaplarinda alindi ancak g¢ocuk bezlerinden alinmasi gereken ornekler, bezden derhal
plastik gaita kaplarina aktarildi. Gaita numuneleri TPY besi yerine aktarilarak, anaerop
jar iginde , anaerop ortamda laboratuvara getirildi. Taze olarak TPY besi yerine
aktarilamayan Ornekler ise oksijensiz ortamda +4°C’de saklanarak en ge¢ 24 saat

iginde isleme alinmalari saglandi (114).

3.2.3. Anaerop Ortamin Saglanmasi ve inkiibasyon

Laboratuvara TPY sivi besi yerinde gelen ornekler, anaerop jarlarda anaerop
ortam saglayicilar (Oxoid Anaerogen'™, BD GasPak EZ Anaerobe Container
System)ile 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1t TPY besi yerlerinden
Bifidobakteri tiretimi igin spesifik Tripticase Phytone Yeast Agar (TPYA) ve Wilkins
Chalgren Agar (WCA) ve Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) ve Modifiye Columbia
Agar (DP) besi yerlerine ekimler yapildi.

3.2.4. Bifidobakterilerin Tanimlanmasi

3.2.4.1. Gram Boyama ve Aerotolerans Testi

Anaerop ortamda 72 saat inkiibe edilen petriler agild1 ve farkli morfolojideki
koloniler incelenerek not edildi. Her farkli koloniden preparasyon hazirlanarak Gram
boyama yontemi ile boyandi ve boyanma 6zellikleri not edildi. Mikroskobik inceleme
sonucunda Gram pozitif ¢omak goriiniimiinde olan bakteri kolonileri aerotolerans
testine tabi tutuldu. Bunun i¢in kolonilerden hem mWCA, mTPY, mMRSA VE DP
besiyerlerine hem de ¢ikolatamsi besi yerine pasajlar alindi. mWCA, mTPY, mMRSA
ve DP besiyerleri anaerop ortamda 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi, ¢ikolatams1 agarlar
ise 24 saat 37 “C’de tutuldu. Bu test sonucunda aerop ortamda iiremeyip anerop ortamda
tireyen kolonilerin tekrar Gram morfolojileri incelendi ve Gram pozitif sporsuz ¢omak

gorliniimiinde olanlar ileri ¢aligmalar i¢in ayrildi.

3.2.4.2. Api 20-A Kiti ile Tanimlama

BioM¢érieux firmasina ait APl 20-A test stripleri ile identifikasyon yapmak i¢in
anaerop sartlarda tiretilen, katalaz negatif, Gram pozitif sporsuz ¢comaklarin 48 saatlik
kiiltiirleri  kullanildi. APl 20-A hazirlanirken, bir ekiivyon araciligi ile tiremis, saf

olduguna emin olunan koloniler alindi ve kit iginde mevcut olan sivi besi yeri
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icerisine bulaniklik 3 McFarland’a esit olacak sekilde aktarildi. Steril bir enjektor ile
hazirlanan inokulumdan API seridindeki kuyucuklara dnerilen miktarlarda dagitilarak,
yine Onerilen kuyucuklar mineral yag ile kapatildi. APl 20-A seritleri kivrilip petri
kutularina konuldu ve kapaklar1 kapatildi. Anaerobik jarda, 35-37°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra jardan c¢ikartilan APl 20-A seridinde, karbonhidratlara etki, indol ve
tireaz aktiviteleri i¢in belirtilen kuyucuklara reaktifler damlatilarak renk degisimlerine
bakildi. API 20-A katalogundaki kriterlere gore Bifidoacterium spp. olarak tanimlandi
(Tablo 3-2).

Tablo 3-2: API 20 A kitinde Bifdobakterilere ait biyokimyasal ozellikler*

2 S 3
IR IR ISR I
3| 5| 3| E| 2| 3| E| 2| 2| §| B| E
= o) al o A Al o 3 A 2 < i<
Bifidobacterium spp 1 0 0 99 {30 |99 (99 |99 |70 |60 |75 |2 40
Bifidobacterium spp 2 0 0 99199 199 |99 199 |99 |90 |80 |1 75
Sl u Bl s| | sl B
5| 8| El 2| &| &| | E| B
g 3| & 2| §| 8 s| g g| §| gl «
o fa) al o A al 4 A V2 O S| ¥
Bifidobacterium spp 1 0 40 91 |20 191 |25 |0 35 |0 99 |0 0
Bifidobacterium spp 2 45 (99 99|85 |10 |75 (50 |99 |0 99 |0 0
0

*Rakamlar suslarin testlere pozitif verme yiizdelerini gostermektedir.

3.2.4.3. PZR ile Tanimlama

PZR caligmalari i¢in farkli besiyerlerinde iireyen ve cins diizeyinde tanimlanan
kokenlerden PBS ig¢ine hazirlanan yaklagik 3 Mc Farland’lik bakteri siispansiyonlari
1.5 ml’lik 2 ependorfa her birine 1’er ml olacak sekilde aktarildi. Ayn1 zamanda bu
kolonilerden vida kapakli boncuklu sus saklama tiipleri i¢ine 1 ml kaymagi alinmis siit

konularak saklandi , stok kokenler dnce -20 °C’ye daha sonra -70 °C’e kaldirildi.
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DNA izolasyonlar

PZR ¢alismamiz i¢in ¢ok sayida mikroorganizma igeren gaita ornekleri yerine
bu orneklerin anaerop kiiltiire alimmasiyla elde edilen kolonilerden veya iiretilen
kolonilerin PBS ile hazirlanmis siispansiyonlarindan ayni zamanda i¢inde numune

bulunan segici sivi TPY besi yerinde iiremis bakterilerden DNA izolasyonu yapildi.

DNA izolasyonu i¢in FC Biotek firmasina ait izolasyon kiti kullanild1 ve kit

caligma protokolii takip edildi. Buna gore

1. PBS i¢indeki bakteri siispansiyonu 14.000 rpm’de santrifiij edildi, slipernatan
kismu atilarak pellet tizerine 800 pl kit icerisindeki solusyon 1 eklenmis ve vorteksleme
islemi ile kolonilerin lizisi saglandi. Ardindan 15-20 pl iyice vortekslendi solusyon 4
eklendi, bu karisim da 10 sn vortekslenerek homojenize olmasi saglandi, oda

sicakliginda alt tist edilerek 5 dk bekletildi.

2.4000 rpm ‘de 1 dk’lik santrifiij isleminden sonra siipernatan atildi ve pellet
tizerine 800 pl solusyon 2 eklendi. Yine pelletin solusyon i¢inde iyice ¢oziilmesi igin

hafifce vorteksleme isleminden sonra 1 dk 4000 rpm’de santrifiij edildi.

3. Siipernatan atildiktan sonra pellet tizerine tekrar 2. islem tekrarland1 ve 4000

rpm ‘de 1 dk santrifiij edildi.

4. Siipernatan kismui atildiktan sonra bu sefer pellet tizerine 1000 pul solusyon 3
eklendi, pelletin c¢oziilmesini takiben 1 dk santirlij isleminden sonra bu islem

tekrarlandi.

5. En son 10.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatan yine atildi ve

pelletin oda sicakliginda 15 dk kadar  kurumasi beklendi.

6. Kuruyan pellet lizerine 50- 100 pl distile su eklendi ve pellet hafifce
vortekslenerek 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

7.10. 000 rpm’de 1 dklik santrifiij isleminden sonra bu kez siipernatan alind1 ,
temiz bir ependorfa aktarildi ve PZR analizleri i¢in -20 °C’ye kaldirildu.
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DNA Amplifikasyonu

Ornekler Thermal Cycler’a asagida verilen miktarlarda karisim hazirlanarak

yerlestirildi (Tablo 3-3).

Tablo 3-3: PZR karisimi hazirlanmasinda kullamilan maddelere ait miktarlar

Bilesen Miktar Son konsantrasyon

DNAz-RNAz igermeyen su 36,75 pl -

dNTP karisimi 1,0 pl 200 uM
Bifido primerler R 1,0 pl 0,4 uM
Bifido Primerler F 1,0 pl 0,4 uM
10x Taq Buffer 10x Taq Buffer 1x
MgCl 2,0l 2mM
Taq DNA Polimeraz 0,25 pl 125U
Toplam 47

Ornek DNA’s1 3l

Toplam reaksiyon hacmi 50 pl

Amplifikasyon ABI 9700 Thermal Cycler’da gerceklestirildi(Applied
Biosystems, CA, USA) ve tablodaki PZR programi uygulandi (Tablo 3-4).

PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Amplifikasyon sonras1 PZR iiriinleri yatay agaroz jel elektroforezi ile incelendi.
Bu amacla elektroforez tamponu 0,5X TBE tamponu olacak sekilde diliie edildi ve
tanka yiiklendi. Ayrica %1,7 oraninda hazirlanmis olan agaroz jel elektroforez
tanklarma yerlestirildi. 10 pl DNA 06rnegi %1’lik yiikleme tamponu ile karistirilip
elektroforez tanklarma yerlestirildi. Her yiiriitiilen iiriin grubuna elde edilen bantlarin
biiyiikliigiinii karsilastirmak igin 50-1000bp aras1 (bp: base pair (baz cifti) size marker
(Genoks) kullanildi. 130 V’da 30-45 dakika(Minnie. The. Gel. CicleHE 33, Hoefer

Scientific Instruments, San Fransisco) yiiriitiildiikten sonra UV transliiminatér (Model
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Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D) altinda incelendi ve arastirilan bantlar degerlendirilerek

pozitif kontrollere gére yorumlandi.

Tablo 3-4: Multipleks PZR program

Asama Sicaklik Stire(dakika) Tanim
1. Bekleme 94°C 05.00 Denatiirasyon
94 °C 00.20
35 dongii PZR ile
2. PZR 55°C 00.20
cogaltma
72°C 00.30
3. Bekleme 72°C 05.00 Uzamasi
tamamlanmamig
iriinlerin
tamamlanmasi
4. Bekleme 4°C Sonsuz Yiiriitme  asamasina

kadar saklamak i¢in

3.2.5. Istatistikler

Sonuglarin istatiksel olarak degerlendirilmesinde McNemar testi kullanilmigtir.
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Bu test, saglikli ¢ocuklarin bagirsak
florasinda bulunan bifidobakteri tiirleri ile alerjik dermatit veya astim tanisi almig
cocuklarin bagirsak florasindaki bifidobakteri tiirlerini  kiyaslamak amaci ile

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Tablo 4-1: Astim veya Alerjik dermatit tamsi almis hastalarin yas ve cinsiyete gore

dagilim
YAS YAS YAS
HASTALAR

0-1 1-2 2-3

Erkek hasta 21 9 19
Kiz hasta 16 11 24

Toplam
37 20 43
hasta

Calismaya dahil ettigimiz hastalar yas ve cinsiyet bakimindan incelendiginde 2-
3 yas grubu hastalarimizin (43), diger yas gruplarindaki hastalardan daha fazla oldugu
goriilmektedir. Ayrica, tablo ve grafikten anlasilacagi gibi, numunelerin toplandigi
erkek hastalarin en fazla 0-1 yas grubunda (21), kiz hastalarin ise en fazla 2-3 yas

grubunda (24) oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-1 ve Tablo 4-1).

Tablo 4-2: Saghkl ¢ocuklarin yas ve cinsiyet dagilimi

0-1 1-2 2-3
COCUK SAYISI
YAS YAS YAS
Erkek cocuk sayisi 19 21 15
Kiz cocuk sayisi 13 17 15
Toplam c¢ocuk sayisi 32 38 30

Calismaya dahil ettigimiz saglikli cocuklar yas ve cinsiyet bakimindan
degerlendirildiginde, saglikli ¢ocuk grubumuzun en fazla 1-2 yas grubundaki (32)

cocuklardan olustugu goriilmektedir. Ayrica, tablo ve grafikten anlasilacagi gibi,
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numunelerin toplandig1 saglikli erkek (21) ve saglikli kiz g¢ocuklarmn (17) en fazla 1-2
yas grubundaki ¢ocuklardan olustugu goézlenmistir (Tablo 4-2 ve Sekil 4-2).

30

25

20

L kiz
15 -

sayl

L1 erkek

0-1 yas 1-2 yas 2-3yas

Sekil 4-1: Astim veya alerjik dermatit tanis1 almis hastalarin yas ve cinsiyetlere
gore dagihm grafigi

25

Ll kiz

sayl

4 erkek

0-1 yas 1-2 yas 2-3 yas

Sekil 4-2: Saghkh cocuklarin yas ve cinsiyet dagilim grafigi
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35

30

25

[
(=]

D kiz

M erkek

bebek sayisi

[
(V]

10

o

0 T T T
Astim Alerjik dermatit Dermatit ve astim

Sekil 4-3: Astim /Alerjik dermatit /Hem astim hem de alerjik dermatit tamis1 alms
hastalarin cinsiyete gore dagilim grafigi

Tablo 4-3: Astim /Alerjik dermatit /Astim+Alerjik dermatit tanisi almis hastalarin
cinsiyete gore dagilimi

ALERJIK ALERJIK
HASTALAR ASTIM TANISI DERMATIT DERMATIT VE
ALMIS HASTALAR TANISI ALMIS ASTIM TANISI
HASTALAR ALMIS HASTALAR
sayl1 sayl1 Say1

Kiz Hastalar 33 13 5
Erkek Hastalar 34 11 4
Toplam Hasta 67 24 9

Calismamiza dahil edilen hastalar, hastalik tanilarina goére gruplandirildiginda,
astim tanist almig hastalarin sayica diger hastalardan daha fazla oldugu (67 hasta), bunu
24 hasta ile alerjik dermatit tanis1 almis hasta grubunun izledigi, astim ve alerjik
dermatit tanisim1 birlikte almis hastalarin sayisinin (9 hasta) ise en diisiik sayili hasta
grubumuzu olusturdugu goézlenmistir. Her bir hasta grubunda kiz ve erkek hasta

sayisinin, birbirine oldukga yakin oldugu goriilmektedir. (Tablo 4-3 ve Sekil 4-3)
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Bifidobacterium cinsi bakterilerin {iretiminde kullandigimiz besiyerlerinin
hepsinden kiiltiir sirasinda benzer verim alamadigimizi gozlemledik. Kullandigimiz
besiyerlerinden mMWCA ve mTPY, kokenlerimizin en iyi iredigi besiyerleri (sirasiyla
%83,3 ve %81,25) olmustur. Buna karsin, L-sistein igermeyen selektif mMRS besi
yerinde kokenlerimizin ancak %50 si, DP besi yerinde ise kokenlerimizin ancak
%16,6’s1 tiremistir. Sivi bir besi yeri olan TPY besi yeri transport amagl kullanildig

igin tretim performansi belirtilmemistir (Sekil 4-4).

16,60%

Sekil 4-4: Anaerop Kkiiltiirde iiretilen toplam 306 Bifidobakteri kokeninin
kullamlan besiyerlerinde iireme orani.

Bifidobakterilerin  kiiltiir ve tanimlanmasi sirasinda anaerop kiiltir ile
tiretilebilen ve tanimlanabilen bifidobakteri kdkenleri ile transport i¢in kullandigimiz
stvi (TPY) besi yerinden multipleks PZR yontemi ile saptanabilen kokenler arasinda
farkliliklar olmustur. Anaerop kiiltiirde iiretip API 20-A ile cins diizeyinde bifidobakteri
olarak saptadigimiz halde multipleks PZR icin kullandigimiz elimizdeki primerler ile
tiir diizeyinde tanimlama yapamadigimiz 10 hasta ¢ocuk numunesine ait 14 koken ve 4

saglikli ¢ocuk numunesine ait 5 koken saptanmigtir (Tablo 4-4).
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Tablo 4-4: Anaerop kiiltiirde iiretilebilen ancak multipleks PZR icin kullandigimiz
primerler ile tiir diizeyinde taméimlanma yapilamayan numune ve koken sayisi

Numune sayisi Koken sayisi

Hasta ¢ocuk numunesi  (10) 14

Saghikh ¢ocuk numunesi (4) 5

Bunun yanmi sira Anerop Kkiiltiirde kati besi yerinde tiiretemedigimiz halde
transport i¢in kullandigimiz sivi (TPY) besi yerinden yapilan DNA izolasyonu ile
PZR’da saptadigimiz hasta ¢ocuk numunelerine ait 41 koken ve saglikli ¢ocuk

numunelerine ait 47 koken saptanmustir (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Anerop Kkiiltiirde kat1 besi yerinde iiretilemeyen ancak PZR teknigi ile
Bifidobacterium spp saptanan numune ve koken sayisi*

Numune sayisi

Koken sayisi

Hasta ¢ocuk humunesi

(17)

41

Saghkh ¢ocuk numunesi

(23)

47

*S1vi transport TPY besi yerinde bulunan numuneden yapilan DNA izolasyonu sonucu izole edilmistir.

Anaerop kiiltiir i¢in kullandigimiz kati besiyerlerinde ve transport besi yerinde
herhangi bir lireme kaydedemedigimiz bunun yaninda multipleks PZR yontemi ile de
herhangi bir bifidobakteri tiirii tespit edemedigimiz 7 hasta ¢ocuk numunesi de
belirlenmistir (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: Anerop Kkiiltiirde kat1 besi yerinde iiretilemeyen ve PZR teknigi ile
Bifidobacterium spp saptanamayan numune sayisi

Hasta ¢ocuk numunesi 7
Saghkh cocuk numunesi 0

Toplam ¢ocuk numunesi 7
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Sekil 4-5: mMWCA besi yerinde iireyen farkli morfolojide Bifidobakteri kolonileri.

1-Bifidobacterium spp 1, 2- Bifidobacterium spp 2.

Sekil 4-6: mWCA besi yerinde iireyen besi yeri zemini kaplamms halde
kahverenkli Bifidobakteri kolonileri.
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S T am

Sekil 4-7: Bir hasta cocugun gaita numunesinden, anaerop sartlarda iirettigimiz
farklh morfolojideki Bifidobacterium tiirlerinin Gram preparasyondaki goriiniimii.

1-Bifidobacterium spp 1, 2- Bifidobacterium spp 2

Sekil 4-8: Bir hasta cocuktan izole ettigimiz Bifidobakteri susu ile yapilan Ap1 20-
A testi sonuclari.
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APl 20-A kiti  Bifidobacterium spp 1 ve Bifidobacterium spp 2’yi
tanimlamaktadir. Bu 2 tiir B.adolescentis 1 ve B.adolescentis 2 kokenlerine karsilik
gelmektedir. Diger Bifidobakterilerin API 20-A kiti ile tiir diizeyinde tanimlanma
imkan1 olmadigindan, Bu Kit frettigimiz kokenlerin Bifidobacterium cinsi olup

olmadiginin belirlenmesi ve B.adolescentis’in 6n tanisi i¢in kullanildi.

Elde ettigimiz PZR verilerine gore saglikli ¢ocuklarin numunelerinden en
yiiksek oranda izole ettigimiz tiir B. pseudocatenulatum  olmustur (%52). Bunu
sirasiyla B. breve (%50), B. bifidum (%48), B. catenulatum grup(%35), B. longum
(%31) ve B. adolescentis (%7) izlemistir. B. infantis ise saglikli ¢ocuklardan en diisiik
oranda izole edilen tiir olmustur (%5). Astimli ¢ocuklardan izole ettigimiz tiirler
incelendiginde en fazla izole edilen tiir B.breve olarak goriilmektedir (%41.79). Bunu
%40,29’luk oranla B. bifidum, %37,31’lik oranlarda B.pseudocatenulatum ve
B.catenulatum grup izlemektedir. En az izole edilen tiirler alerjik dermatitli ¢ocuklardan
elde edilen izolasyon oranlarina yakin % 10,44 liik oranla B.longum, %2,98 lik oranla
B.infantis ve % 1,49 luk oranla B.adolescentis izlemektedir. Bu oranlar saglikli
cocuklardaki tiirlerin oranlariyla kiyaslandiginda, B.longum ve B.adolescentis astim
tanist almis ¢ocuklarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmaktadir
(p<0,05)(Tablo 4-7).

60
50
i B. longum
40 L1 B. adolescentis
30 i B. breve
20 H B. bifidum
M B.infantis
10
L1 B. pseudocatenulatum
0 . ) H B.catenulatum grup
Saghikh ¢ocuklardan izole Astimli hasta
edilen kékenler (%) ¢ocuklardan izole edilen
kokenler (%)

Sekil 4-9: Astimh hasta cocuklardan izole edilen Bifidobacterium koékenlerinin
saghkh ¢ocuklardakine gore dagilim oranlar1 (%).
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Elde ettigimiz PZR sonuglarina gore alerjik dermatitli hasta ¢ocuklardan en
yiiksek oranda izole edilen tiiriin B. breve (%29,16) oldugu gortilmektedir (Sekil 4-10).
Bunu sirastyla B. bifidum (%16,6), B. catenulatum grup (%8, 33) ve esit oranlarla B.
longum, B adolescentis ve B. peudocatenulatum (%4,16) izlemistir. B. infantis ise
alerjik dermatitli cocuklardan hig¢ izole edilememistir. Bu oranlar1 saglikli ¢ocuklardan
izole ettigimiz oranlarla kiyaslarsak en fazla fark B. longum tiiriinde goriilmektedir. B.
longum saglikli ¢ocuklarda %31 oraninda tespit edilirken alerjik dermatitli cocuklarda
bu oran %4,16 olarak goriilmektedir. B. pseudocatenulatum, B. bifidum ve B
catenulatum grup’un da alerjik dermatitli ¢ocuklarda saglikli g¢ocuklara nazaran

istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig1 goriilmektedir (p<0,05) (Tablo 4-7).

PZR sonuglarina gore hem astim hem alerjik dermatit tanisi almis 9 ¢ocuktan
izole edilen tirler icinde tek bir tiriin digerlerine baskin oranda oldugu
gozlenmemektedir. B. longum, B. breve, B. bifidum ve B. pseudocatenulatum tiirleri bu
grupta %33,33 liik oranla en fazla izole edilen tiirler olmustur. B. catenulatum grup ise
%22,22° lik oranla bunlar1 izlerken B. infantis ve B. adolescentis tiirlerinin her ikisi de
%11,11’ lik oranla en az izole edilen tiirler olmustur. Saglikli ¢ocuklardan izole edilen
tiirler ile hem astim hem de alerjik dermatit tanis1 almis ¢ocuklardan izole edilen tiirler
arasinda kiyaslama yapacak olursak en yiiksek farkin B. pseudocatenulatum tiiriinde
oldugu goriilmektedir. Saglikli ¢ocuklarda bu tiir %352 oraninda tespit edilirken hem
astim hem de alerjik dermatit tanmist almis ¢ocuklarda bu oran %33,33 olarak
bulunmustur. Saglikli ¢ocuklardan izole edilen tiirler ile hem astim hem alerjik dermatit
tanis1 almis cocuklardan izole edilen tiirler arasinda istatistiksel bir fark olup olmadig:

bu gruptaki hasta sayis1 az oldugundan arastirilmamustir (Tablo 4-7).
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M B. longum

1 B. adolescentis
id B. breve
M B. bifidum

i B.infantis

L1 B. pseudocatenulatum

- M B.catenulatum grup
Saglikh ¢ocuklardan izole Alerjik dermatitli

edilen kdkenler (%) ¢ocuklardan izole edilen
kékenler (%)

Sekil 4-10: Alerjik dermatitli hasta ¢ocuklardan izole edilen Bifidobacterium
kokenlerinin, saghkl cocuklardakine gore dagilim oranlar1 (%).

60
50
M B. longum
40 .
L1 B. adolescentis
30 i B. breve
M B. bifidum
20
i B.infantis

10 L! B. pseudocatenulatum

M B.catenulatum grup

Saglikh cocuklardan izole Astim+dermatitli hasta
edilen kokenler (%) ¢ocuklardan izole edilen
kokenler (%)

Sekil 4-11: Hem alerjik dermatit hem de astim tamis1 almis hasta ¢ocuklardan
izole edilen Bifidobacterium kokenlerinin, saghkh ¢ocuklardakilere gore dagilim
oranlar (%).



44

34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Sekil 4-12: Multipleks PZR teknigi ile saptanan Bifidobacterium catenulatum

grubuna ait gen bolgesinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker, (-): Negatif kontrol,
Pozitif 6rnekler: 34- 39, 41, 43- 49, Negatif 6rnekler: 33, 40, 42, 50. DNA ladder 100 bp, PZR firiinii 285

bp.

3334 3536 37 3839 4041 42 4344 4546 47 4849 50 ()

Sekil 4-13: Multipleks PZR teknigi ile saptanan B. pseudocatenulatum’a ait gen
bolgesinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker, (-): Negatif kontrol, Pozitif 6rnekler: 33-36, 38-
43, 45-50 Negatif ornekler: 37, 44; DNA ladder 100 bp, PZR iirlinii 200 bp.

32 (-)

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Sekil 4-14: Multipleks PZR teknigi ile saptanan B. bifidum’a ait gen bélgesinin
agaroz jelde goriiniimii. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif drnekler: 20-23, 26, 28, 31, 32.
Negatif 6rmekler: 24, 25, 27, 29, 30, 33; DNA ladder 100 bp, PZR iiriinii 278 bp.



M 33 34 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 A5 46 47 48 49 50 (-)

Sekil 4-15: Multipleks PZR teknigi ile saptanan B. longum’a ait gen bolgesinin

agaroz jelde goriiniimii. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif 8rnekler: 33, 34, 38-40, 43, 45, 48
Negatif 6rmekler: 35-37, 41, 42, 44, 46, 47, 49, 50; DNA ladder 100 bp, PZR iiriinii 831 bp.

M 33 34 3536 37 383940 41 4243 44 4546 47 4849 50 (-)

Sekil 4-16: Multipleks PZR teknigi ile saptanan B. adolescentis’e ait gen

bolgesinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif drnekler: 34,40
Negatif 6rmekler: 33, 35-39, 41-50; DNA ladder 100 bp, PZR iiriinii 279 bp.

M 33 3435 36 37 383940 41 42 43 444546 47 48 4950 (-)

ekil 4-17: Multipleks PZR teknigi ile saptanan B. infantis’e ait gen bolgesinin
p g p g g

agaroz jelde goriiniimii. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif drnekler: 39 Negatif drmekler: 33-
38, 40-50; DNA ladder 100 bp, PZR iiriinii 828 bp.
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Bifidobakteri Toplam 100 Saghkh | 67 Astimh hasta 24 Alerjik 9 Astim+A.dermatitli pl p2
tiirleri saptanan cocukta cocukta dermatitli hasta ¢ocukta saptanan
Bifidobakteri saptanan saptanan hasta cocukta kokenler
kokenleri kokenler kokenler saptanan kokenler
(%) (%) (%) (%)
B. longum 42 31(31) 7(10,44) 1(4,16) 3(33,33) P<0.05 | P<0.05
B. adolescentis 10 7(7) 1(1,49) 1(4,16) 1(11,11) P<0.05 | P<0.05
B. breve 88 50(50) 28(41,79) 7(29,16) 3(33,33) p>0.05 | p>0.05
B. bifidum 82 48(48) 27(40,29) 4(16,6) 3(33,33) p>0.05 | P<0.05
B.infantis 8 5(5) 2(2,98) 0 (%0) 1(11,11) p>0.05 | P<0.05
B. pseudocat. 81 52(52) 25(37,31) 1(4,16) 3(33,33) p>0.05 | P<0.05
B.catenulatum 64 35(35) 25(37,31) 2(8,33) 2(22,22) p>0.05 | P<0.05

grup

P1: Astimli hasta ¢ocuklar ile saglikli cocuklar arasinda Bifidobacterium tiirlerinin istatistiksel durumu.

P2:Alerjik dermatitli gocuklar ile saglikli ¢ocuklar arasinda Bifidobacterium tiirlerinin istatistiksel durumu.
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5. TARTISMA

Bagirsak florasinin en Onemli bakterileri arasinda yer alan Bifidobacterium
tiirleri ile ilgili arastirmalara son yillarda agirlik verildigi bu bakterilerin pek cok
aragtirmaya konu olmasiyla goriilmektedir. Bazi aragtirmalarda insanda olusan
fizyolojik diizensizlikler ve enfeksiyon hastaliklari, insan bagirsak mikroflorasindaki
bifidobakteri ve laktobasillerin sayisindaki azalma ile iliskilendirilmistir (26, 28, 114,
115). Son yillarda alerjik hastaliklarla bifidobakteri tlirleri arasinda iliski kurulabilecegi
tizerinde durulmus ve kapsamli arastirmalar yapilmistir. Bjorksten B. ve ark. (28)’nin
alerjik hastaliklarin yiiksek oldugu Isvecli cocuklar ile alerjinin diisiik goriildiigii
Estonya’li cocuklarin intestinal florasinin farkli oldugunu bildirmesinden sonra,
intestinal floranin diizenlenmesi ile alerjik hastaliklarin sikliginin ve siddetinin
azaltilmasi olasiligi dogmus ve buna paralel olarak probiyotiklerin yaygin kullanim

alanlarindan biri de alerjik hastaliklar olmustur.

Yapilan arastirmalarda alerjik hastalar, bagirsak florasinin heniiz gelisme
asamasinda oldugu iki yas ve alt1 cocuklardan se¢ilmistir. Cevresel faktorlere bagl
olarak alerji belirtilerinin ortaya ¢ikmasiyla bagirsak florasindaki bifidobakteri tiirleri
belirlenerek elde edilen sonuglarin ayni yas grubunda saglikli c¢ocuklarinki ile

karsilastirilmasina gidilmistir (26, 28, 114, 115).

Arastirmamiz, kaynaklar 15181inda {i¢ yas ve altin1 kapsayan hastalar ve saglikli
cocuklar ile yapilmistir. Alerjik hastalar ve Bifidobacterium iliskili ¢alismalarda
hastalarin cinsiyeti ile iliskili bir baglanti rastlanmadigindan ¢alismamiza dahil
edilen hastalarin cinsiyeti rastgele se¢ilmistir. Hasta grubumuzun %51 ini kiz ¢ocuklar

ve %49’unu erkek ¢cocuklar olusturmaktadir.

Insanda bagirsak florasinin biiyiik béliimii anaerop bakterilerden olusmaktadir.
Kiiciik cocuklarda 6zellikle anne siitii ile beslendikleri donemde bagirsakta bulunan
Bifidobacterium oranmin %90’lara ulastigit 2005 yilinda Harman ve Knol (116)
tarafindan bildirilmistir. Smehilova ve ark. (26) 2008 yilinda saglikli cocuklarin
%82’sinde kiiltlir yontemiyle bagirsakta Bifidobacterium varligim1  gostermislerdir.
Walligora-Dupriet ve ark. (25) 2011 yilinda 2 yas alt1 saglikli ¢ocuklarda bagirsak
Bifidobacterium oranmi %95 olarak bulmuslardir. Ulkemizde kiiciik cocuklarda

bagirsak florasinda bifidobakterilerin diger anaeroplara gore oranini belirtir bir veriye
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rastlayamadik. Ozellikle c¢ocukluk yaslarinda bagirsak florasinda bifidobakterilerin
yiiksek oranda bulunmasina karsin bu bakterilerin anaerop kiiltiirlerle iiretimi oldukga
zordur. Pek cok arastiric1 bifidobakteri tilirlerinin iiretimi ve tiir diizeyinde tanimina
yonelik c¢alismalarinda gerek selektif gerekse non-selektif besiyerlerine ihtiyag
duymustur (25, 47, 111, 112). Hadadji ve ark. (117) 2005 yilinda yaptiklari arastirmada
bifidobakterileri iiretmek i¢in TPY agar1 kullanmiglardir. Ayni sekilde 1990 yilinda
Sozzi ve ark. (111) TPY ve MRS agan dikloksasilin ilavesiyle modifiye ederek
kullanmiglardir. Harman ve Knol (116) ¢alismalarinda bifidobakteri tiirlerini
tiretebilmek i¢in mMRS sivi besi yerini, 2011 yilinda Walligora-Dupriet ve ark. (25)
kanamisin, L sistein ve Tween 80 ile selektif hale getirilmis WCA agar besi yerini
kullanmiglardir. Bonaparte ve ark. (112) ise bifidobakteri iiretimi i¢in 1997 yilinda
dikloksasilin ve propiyonik asit ile zenginlestirilmis DP agar1 kullanmislardir. Biz
calismamizda bu dort agarin hepsini bir arada kullanarak bifidobakterileri liretmeye
calistik ancak calismanin ilerleyen donemlerinde DP agar ve mMRS agarda aldigimiz
verimin mTPY ve mWCA’ya gore oldukga diisiik oldugunu gordiik bu nedenle benzer
aragtirmalarda bifidobakteri  {iretimi i¢in  mTPY agar veya mWCA agarin

kullanilmasinda yarar olacagi kanaatindeyiz.

Son yillarda bagirsakta, fekal florada bulunan Bifidobacterium tiirleri ile bazi
hastaliklar arasinda iliski olabilecegi diisiiniilmiis ve bu yonde arastirmalara
baslanmistir (25, 26, 28, 115). Smehilova ve ark. (26) 2008 yilinda saglikli cocuklarin
bagirsak mikrofloras1 ile alerjik koliti olan c¢ocuklarin bagirsak mikroflorasini
bifidobakteriler yoniinden Kkarsilastirmis ve saglikli ¢ocuklarda Bifidobacterium
longum’un %54’ ik oranla en iist sirada yer aldigini ve bu tiirii sirasiyla %20’lik oranla
Bifidobacterium adolescentis, %18’lik ve %16’lik oranlarla Bifidobacterium breve ve
Bifidobacterium bifidum’un ve %1°lik oranla Bifidobacterium pseudocatenulatum’un
izledigini gostermistir. Bununla birlikte alerjik kolitli ¢ocuklarda toplam bifidobakteri
oraninda azalma oldugunu belirtmistir. He F (115) 2001 yilinda saglikli gocuklarin
bagirsak florasinda Bifidobacterium bifidum’un en yiiksek oranda izole edilen bakteri
oldugunu, bunu Bifidobacterium infantis ve Bifidobacterium adolescentis’in takip
ettigini gostermistir. Hadadji ve ark. (117) 2005 yilinda saglikli ¢cocuklarin bagirsak
florasinda Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium
bifidum’un ¢ogunlukla yer aldigini belirtmislerdir. Son olarak 2011 yilinda Walligora-
Dupriet (25) 2 yas alt1 saglikli cocuklarda Bifidobacterium breve’i hem hasta hem de
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saglikli ¢ocuklarda yiiksek sayida izole etmistir. Bifidobacterium longum ise hasta
cocuklarda sagliklilara nazaran daha fazla izole edilmistir. Ayn1 arastirmacilar saglikli
cocuklarda, alerjik dermatitlilere nazaran Bifidobacterium bifidum’un daha fazla
bulundugunu belirtmislerdir. Biz arastirmamizda saglikli ¢ocuklarin bagirsaklarinda
Bifidobacterium pseudocatenulatum basta olmak iizere Bifidobacterium breve ve
Bifidobacterium bifidum’u diger tiirlere kiyasla sirasiyla %52, %50, %48 oranlariyla
daha fazla sayida iirettik. Bu oranlar1 %35’lik oranla Bifidobacterium catenulatum grup
ve Bifidobacterium longum takip etti (%35 ve %31). Saglikli ¢ocuklarda en diisiik
oranda tespit ettigimiz tiirler Bifidobacterium adolescentis (%7) ve Bifidobacterium
infantis  (%5) olmustur. Calismamizin saglikli ¢ocuklar yoniinden bulgulari oranlar
yoniinden Walligora-Dupriet’in bulgulan ile 6zellikle Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium catenulatum grup

yoniinden benzesmektedir.

Gronlund MM ve ark. (114) 2007 yilinda bir aylik saglikli ¢ocuklarda bagirsak
florasinda en fazla kolonize olan bifidobakterileri degisik iilkelerden gelen verilerle
bildirmislerdir. Buna goére 2007 yilinda Finlandiya’dan, 2004 yilinda Gana ve
Ingiltere’den, 1999 yilinda Japonya’dan ve 1995 yilinda Almanya’dan bildirilen
verilerde  Bifidobacterium longum grup’un en yiiksek oranda izole edildigi
belirtilmistir. Bu grubun bir iiyesi olan Bifidobacterium longum ise 2004 yilinda
Gana’da %6 oraninda bulunurken aymi yil Ingiltere’den %52 oraninda bildirilmistir.
Tam tersine Bifidobacterium infantis Gana’dan %72 olarak bildirilirken ayni yil
Ingiltere’den %0 olarak bildirilmistir. Japonya ve Almanya’dan Bifidobacterium
infantis’in izolasyon orani %41-55 arasinda olmustur. Japonya’dan 1999 yilinda ayni
cocuklarin bagirsak florasinda Bifidobacterium breve, %70’lik oranla Bifidobacterium
longum grup’tan sonra en fazla izole edilen tir olmustur. Bifidobacterium
pseudocatenulatum yalnizca Ingiltere’den bildirilirken Bifidobacterium catenulatum
grup Japonya ve Finlandiya’dan bildirilmistir. Gronlund’a gore ¢alismaya katilan diger
iilkelerden bu tirler hakkinda bir veri girisi bulunmamaktadir. Calismamizin
bulgularinda Bifidobacterium breve’ in saglikli ¢ocuklarda saptanma durumu 1999
yilinda Japonya’dan, 2011 yilinda Fransa’dan bildirilen verilerle uyusmaktadir; ancak
Bifidobacterium pseudocatenulatum ve Bifidobacterium catenulatum grup i¢in elde
ettgimiz oranlar bu iilkelerden gelen verilerin ¢ok iistiinde kalmigtir. Saglikli cocuklarda

Bifidobacterium adolescentis oranimiz %7 olarak bulunmustur. Bu oran 2001 yilinda
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He F ve ark. (115)’nin bulgusuyla benzesmektedir. Bifidobacterium bifidum ise He F ve
ark.’nin  belirttigine yakin olarak en yaygin tiirler arasinda karsimiza ¢ikmistir. Bu
bulgumuz Smehilova’nin saglikli cocuklardan izole ettigi %16,4’°liik oranin ¢ok iistiinde

kalmustir.

He F ve ark. (115) 2001 yilinda alerjik dermatitli cocuklarin bagirsak florasinda
ozellikle Bifidobacterium adolescentis ve Bifidobacterium infantis’in yogunlukta
oldugunu belirtmislerdir. Bu bulgu bizim arastirmamizda alerjik dermatitli ¢ocuklardan
izole ettigimiz olduk¢a diisiik olan B. adolescentis ve B. infantis oranlarina ters

diismektedir.

Lyon, (118) Bifidobakterileri bagirsak florasinda yeterli miktarda bulunduran
cocuklarda alerjik astim gelisme olasihiginin azaldigini belirtmektedir.  Gutkowski
(119) 12 hafta siireyle Bifidobacterium bifidum preparati kullanan alerjik astim tanisi
almis ¢ocuklarda, klinik tabloda diizelme olduguna deginmistir. Ma Hong ling (120)
alerjik astim tanis1 almis ¢ocuklarda, Bifidobacterium adolescentis kullanimini takiben

dendritik hiicrelerden IL-12 ve INF y saliniminin arttigini géstermistir .

Arastirdigimiz ulusal ve uluslar aras1 kaynaklarda, astim tanisi almis ¢ocuklarin
bagirsak florasindaki bifidobakteri tiirleri hakkinda  bir veriye rastlayamadik.
Kaynaklar, alerjik astim tanist almis ¢ocuklarda, bifidobakteri preparatlar
kullanmalarin1 takiben 1yi yonde gelisme goriildiiglinii belirtmektedir, ancak bu degisim
asamalarinda floradaki bifidobakteri tiirlerinin ya da yogunlugunun ne oldugu hakkinda

bilgi vermemektedir.

Astim ve alerjik dermatit tanilarinin her ikisini birden alan g¢ocuklarimizda
trettigimiz Bifidobacterium tiirleri hakkinda, bu gruptaki hasta sayimiz ¢ok az
oldugundan saglikl1 bir oran tespit edilememistir. Bu nedenle bu grupta elde ettigimiz
sonuglarin saglikli ¢ocuklarinki ile kiyaslanmasi ancak bir 6n bilgi mahiyetinde
olmaktadir. Anlamli bir tartisma i¢in bu gruptaki hasta sayisinin ileri ¢alismalarla

artirtlmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, saglikli ¢ocuklarla kiyaslandiginda, astim tanist almig ¢ocuklarin
bagirsak florasinda Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium adolescentis’in
anlamli diizeyde azaldig1 belirlenmistir. Alerjik dermatit tanist almis ¢ocuklarda ise
basta yine Bifidobacterium longum olmak tizere Bifidobacterium bifidum,

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
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pseudocatenulatum ve Bifidobacterium catenulatum tiirlerinde de anlamli derecede
azalma saptanmistir. Ayni zamanda her iki hasta grubundaki ¢cocuklar saglikli ¢ocuklar
ile karsilastirildiginda bagirsak floralarindaki biitiin bifidobakteri tiirlerinde azalmalar
gorilmistiir. Kaynaklarda benzer konularda yapilan arastirmalarda secilen metotlarin ve
kullanilan bifidobakteri primerlerinin standart olmadigi goriilmistir. Bu durum,
sonuglarin saglikli sekilde yorumlanmasimi etkilemektedir. Bu konuda kapsamli

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Fang He ve ark. (121) tarafindan yapilan bir c¢alismada, atopik dermatitli
bebeklerde bifidobakterilerin in vitro sartlarda yiiksek oranda proinflamatuvar
sitokinlerin salinmasini tesvik ederken, saglikli bebeklerde antiinflamatuvar salinimini
tesvik ettigi gosterilmistir. Winkler ve ark. (122)’na gore, probiyotiklerin kullanimi
TLR’i ve enterositlerin proteoglikan tanima proteinlerini diizenleyerek dendritik
hiicrelerin aktivasyonunu saglamakta ve alerjik rahatsizliklarda Th2 yoniine kayan
sitokin dengesini Thl yoniine ¢evirmektedir. Eger Thl yoniinde olan bu 6zgiin immun
tolerans yasamin erken sathalarinda ya da yasam boyunca olusmazsa inflamatuvar,
otoimmun ve alerjik hastalilarin olusmasi i¢in bir risk faktorii teskil edebilecegi goriisii
giinimiizde kabul goérmektedir. Alerjik rahatsizliklarin, bu bozulmus Th2 yanit1 ile
iligkili oldugu gorlisii halen kabul gordiigii halde, T hiicrelerine ait alt gruplarin
tanimlanmasia yonelik arastirmalarin hiz kazanmasiyla birlikte, hastaligin altinda
yatan kompleks mekanizmanin agiklanmasinda, bozulmus Th2 yanitinin tek basina

yeterli olmayabilecegi goriisiine de yer verilmektedir (123).

Gerek biitiin probiyotiklerin gerekse bifidobakterilerin immun sistem tizerindeki
etkisi, daha oOnce yapilan “alerji ve probiyotik kullanimi” ile ilgili ¢alismalarda
belirtilmistir. Bizim ¢alisjmamizda da alerjik bebeklerdeki semptomlarin varligi,
bagirsaklarinda azalmis  bifidobakteri oraninin immiintolerans1 etkileyebilme

potansiyeli ile iligskilendirilebilir.

Son yillarda mikrobiyon {izerine yapilan c¢aligmalar 6nem kazanmustir.
Kaynaklarda astimli ¢ocuklarin fekal florasinda bulunan Bifidobacterium tirleri
hakkinda bir arastirma bulunmamasi nedeniyle calisma sonuglarimizin iilkemiz igin

onemli bir kaynak olacagi kanaatindeyiz.
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Kurulunca miizakere edilmis olup, Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) destegi alinmasi kosuluyla,etik agidan
uygun olduguna karar verilmistir.

Bilgilerinizi, durumun adi gegen anabilim dali bagkanligina bildirilmesini saygilarimla

rica ederim.
> Eki: Prof.Dr.Fatis ALTINDAS
, ldosya Dekan Yardimcis1 e Klinik

Etik DegerlendirmgKurul

Not: Yamitlarda vazinuzin giin sayismn belictilmesi vica olunur, Tel(0212)4143060
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Hatice Kiibra Soyadi AKAY
Dog.Yeri |Yahyal/KAYSERI Dog.Tar. |28/03/1986
Uyrugu T.C. TC Kim No 41569635470
Email akayhkubra@gmail.com Tel 05556801872
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih

Yiik.Lis. I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji A.B.D.|2012
Lisans Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 2009
Lise Kartal Anadolu imam Hatip Lisesi 2004
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Yiiksek Lisans ve Goniillii I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi |2009-2012

mikrobiyoloji Mikrobiyoloji A.B.D.

laboratuvarinda ¢alisma
2.  Goniilli Mikrobiyoloji Umran Tip Merkezi (Umraniye) 2007 (30 giin)

Laboratuvarinda staj
Yabancai Dilleri| Okudugunu Konusma* Yazma* KPDS

Anlama* Puami(2011)
ingilizce Cok iyi Cok iyi Cok iyi 70
Arapca lyi Orta Orta -
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel

ALES Puam (2011) 78 83 73
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Office 2007 Cok iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Anaerop Enfeksiyonlarin RutinTanisi/Teorik Kurs Sertifikas1-2011

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):
Kitap okuma, geleneksel Tiirk el sanatlari, resim yapma, fotografeilik.
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