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ÖZET 

Akay HK. Alerjik Dermatit Veya Astım Tanısı Almış Çocuklarla Sağlıklı Çocuklar 

Arasında Bağırsak Florasındaki Bifidobacterium Türlerinin Karşılaştırılması. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Mikrobiyoloji ABD. Yüksek Lisans Tezi. 

İstanbul. 2012. 

Doğumda steril olan insan barsağı, çeşitli etkenlere bağlı olarak zengin bir  

mikrofloraya sahip olur. Bu flora Bağırsak İlişkili Lenfoid Doku sebebiyle immun 

sistemimizin gelişiminde de oldukça önemlidir. Bifidobakteri türleri yetişkin 

bağırsağındaki  mikrofloranın %25’ini,  yeni doğmuş bebeklerde ise % 95’ini oluşturan 

anaerop bakterilerdendir.  Aynı zamanda bu bakteriler, bağırsakta, çeşitli vitaminlerin  

sentezinde   ve  bazı zararlı bağırsak metabolitlerini azaltmada rol alarak bağırsak 

florasını olumlu yönde etkilemektedirler. Son yıllarda kaynaklarda alerjik dermatit ve 

astım ile bağırsak florasında bulunan bifidobakteri türleri arasında ilişki olduğunu 

gösteren  araştırmalara yer verilmiştir.  Çalışmamızda  astım veya allerjik dermatit tanısı 

almış çocuklara ait 100 gaita numunesi ile sağlıklı  çocuklara ait 100 gaita numunesi, 

içerdiği bifidobakteri türleri yönünden incelenmiştir.Araştırmamızda sıvı transport 

(TPY) besi yeri  ve dört farklı katı besi yeri  kullanılmıştır. Kökenlerin en yüksek 

oranda  (%83,3) ürediği besi yeri mWCA olmuştur.  Anaerop kültürde katı 

besiyerlerinden izole edilen kökenler  API -20 A ile cins düzeyinde tanımlanmıştır. Bu 

kökenler ve ayrıca içinde numune bulunan sıvı (TPY) besi yerinden DNA’ları izole 

edilenler   Multipleks PCR yöntemi ile tür spesifik primerler kullanılarak  tür düzeyinde  

tanımlanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre sağlıklı çocuklardan en fazla izole edilen tür  

B. pseudocatenulatum (%52)  olurken  en az izole edilen tür B. infantis (%5) olmuştur. 

Astımlı çocuklarda ise en fazla izole edilen tür B.breve (%41,79) olurken en az izole 

edilen tür B.adolescentis (%1,49) olmuştur. Alerjik dermatitli çocuklardan da en fazla 

izole edilen tür B.breve (%29,16)  olurken B. infantis (%5) hiç izole edilememiştir. 

Sağlıklı çocuklarla karşılaştırıldığında B. longum her iki hasta grubunda  istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde azalırken aynı zamanda  tüm  bifidobakteri türlerinde  de genel 

bir azalma görülmüştür. 

Anahtar kelimeler: Bağırsak florası, alerjik dermatit, astım, bifidobacterium, anaerop 

bakteriler 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 13038 
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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 API-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 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Doğumda steril olan bağırsaklarda, birinci haftadan sonra,  doğum şekli, genetik 

özellikler,  çevresel temas, beslenme şekli gibi faktörlere bağlı olarak her bireye özgü 

yaklaşık 500 den fazla tür ve 10
14

 bakteriyi içeren gastrointestinal mikroflora gelişir (1-

4).  Bu haliyle insan bağırsak florası doğadaki en kompleks ekosistemlerden biridir ve 

bağırsak lümenindeki bakteri sayısı insan vücudundaki ökaryotik hücre  sayısının 

yaklaşık 10 katı kadardır.  Özellikle terminal ileum ve kalın bağırsakta lümeninde 

sayıca artan bu  mikroflora "Unutulmuş organ" olarak adlandırılacak kadar çok önemli 

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

Bu mikroflora içinde  laktik asit üretmeleriyle bilinen,  yenidoğanda yaklaşık 

%95, yetişkinde ise %25 oranda bulunan anaerop bakteriler olan bifidobakteriler önemli 

yer tutarlar (8,9). Bifidobakteriler süt proteinlerinin absorbsiyonuna  katkıda bulunarak 

protein,  B1, B2, B6, B12 vitaminleri  ayrıca nikotinik asit ve folik asit üreterek de  

vitamin metabolizmasının iyileştirilmesine yardımcı olurlar (10-13). 

Ayrıca nitrojen kaynağı olarak amonyak kullanan bifidobakteriler, amonyak ve 

amin üreten mikroorganizmların gelişimine engel oldukları için ve oluşturdukları  

organik asitler sayesinde bağırsak pH’sının düşmesine sebebiyet verdiklerinden kan 

amonyak düzeyini azaltmada ve böbrek rahatsızlıklarını gidermede etkilidirler (10,14). 

Bundan başka yapılan çeşitli deneylerde bağışıklık sistemini aktifleştirmede, laktoz 

sindiriminin iyileştirilmesinde, ishal ve kabızlığı önlemede, serum kolesterol düzeyinin 

azaltılmasında etkili oldukları saptanan bifidobakterilerin antimikrobiyal ve 

antikansorojen özellikleri  de onların günlük  diyette ve tedavide  kullanımlarındaki 

önemi vurgulamaktadır (10,11, 13-19). 

Alerjik (Atopik) dermatit (AD), çoğunlukla yeni doğan ve 0-6 yaş arası  erken 

çocukluk çağında başlayan, genetik faktörlerin eşlik ettiği, çeşitli allerjenlerle 

tetiklenebilen, tekrarlayan, kronik, inflamatuar bir deri hastalığıdır (20-23). Astım ise 

vücuttaki birçok hücre ve hücre ürününün  rol oynadığı, havayollarının kronik 

inflamatuar bir hastalığıdır. Kronik havayolu inflamasyonu ve ilişkili bronş aşırı 

duyarlılığı özellikle geceyarısı veya sabaha karşı  hışıltılı solunum, nefes darlığı, 

göğüste sıkışıklık ve öksürük nöbetlerine yol açar  (24). 
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Son yıllarda alerjik rahatsızlıklardan, özellikle alerjik astım ve alerjik dermatit 

ile bağırsak florasında yer alan Bifidobacterium türleri arasındaki ilişkinin anlaşılmasına 

yönelik  araştırmalara ağırlık verilmiştir (25). Šmehilova. M ve ark. (26) 2007 yılında 

yaptıkları  bir araştırmada alerjik bebeklerin barsağında Bifidobacterium türlerinin 

sayısında azalma olduğunu ve bunların yerine Clostridium  türlerinin  sayıca arttığını  

göstermişlerdir. Aynı çalışmada, sağlıklı bebeklerin gaitalarından  yapılan anaerop 

kültürlerde  Bifidobacterium  longum en fazla bulunan tür iken (%54.5) bunu B. 

adolescentis, B. breve ve B. bifidum gibi diğer türler izlemiştir. Sarah L. Young ve ark. 

(27) 2004 yılında yaptıkları  bir çalışmaya göre, alerji  insidansının düşük  olduğu  Gana 

gibi ülkelerde 25-35 günlük bebeklerden alınan gaita örneklerinin hepsinde 

Bifidobacterium  infantis’e rastlanırken alerji insidansının yüksek olduğu diğer 

ülkelerde 25-35 günlük bebeklerde, bağırsak florasında bu türün belirgin olarak azaldığı 

gösterilmiştir. 

 Benzer şekilde Björksten  ve ark. (28) 1999 yılında yaptıkları  çalışmada alerjik 

bebeklerin bağırsaklarında  alerjik olmayanlara göre laktobasil ve bifidobakterlerin daha 

az kolonize olduklarını saptamışlardır. 

Çalışmamızda, alerjik dermatit  veya astım tanısı almış çocuklarla sağlıklı 

çocuklar arasında bağırsak florasındaki Bifidobacterium türlerinin karşılaştırılması, elde 

edilen sonuçlarla çocuklarda alerjik dermatit  ve/veya astım ile Bifidobacterium türleri 

arasındaki ilişkinin gösterilmesi amaçlanmıştır.   

 

 

 



 3 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Bağırsak  Mikroflorası 

Gastrointestinal sistem (GİS) doğum sırasında steril iken saatler içerisinde 

mikroorganizmalar ile kolonize olur. Gastrointestinal sistemin kolonizasyonu, çeşitli 

etmenlerin dinamik bir etkileşimiyle oluşan karmaşık bir olaydır (29). GİS içinde 

bağırsak kolonizasyonu ise GALT (Bağırsak ilişkili lenfoid doku) sebebiyle önem arz 

eder ve yaşam boyu devam eden bu süreç evrelere bölünecek olursa şöyle özetelenebilir 

(30, 31):  

Evre 1: Doğum sırası . Bu evrede başlıca  aerobik bakterilerin (Escherichia coli, 

Enterococcus vb..) anneden alınmasıyla oluşan  başlangıç   kolonizasyonudur. 

Evre  2: Doğum sonrası 2. haftadan itibaren ilk floranın oluşmasıdır. Bağırsak,  

kompleks karbonhidratları  parçalayan aerobik ve anaerobik (Lactobacillus, 

Bifidobacterium) bakteriler tarafından kolonize olur. Emzirme ve deriden temas 

aracılığıyla yenidoğan anneden aldığı bakterilerle kolonize olur. 

Evre 3: Normal beslenme dönemi. Sütten  başka gıda maddelerinin alınmasını 

takiben bağırsağın, başta anaeroplar (Eubacterium, Veillonella, Fusobacterium, 

Clostridium vb…)olmak üzere, pek çok mikroorganizma ile kolonizasyondur.  Bu safha 

yetişkinlerdeki durumdur  ve mikroorganizmlar arasında denge  mevcuttur. 

Evre 4: Yaşlılık dönemi. Mikrobiyal denge bozulur; özellikle anaeroplardan 

Clostridium türlerinde  artma  ve Bifidobacterium sayısında azalma görülür. 

Normal beslenme dönemindeki bir insanın intestinal florası yaklaşık 10
12 

hücre/gr kuru ağırlık oranında ve 400-500 türden bakteri içermektedir (32, 33). Bunun 

vücut ağırlığına yaklaşık 700 gr kattığı ve  insanın sahip olduğu kadar hatta daha fazla 

hücre içerdiği göz önüne alınırsa kalın bağırsakların oldukça özelleşmiş ve aktif bir 

organ olduğu anlaşılmaktadır (5-7, 29-31). 

Gastro-intestinal floradaki mikro-organizma çeşitliliği ve sayısı, iç (örneğin; 

gastro-intestinal sekresyonlar) ve dış faktörlere (örneğin; diyet, stres, ilaç) bağlıdır 

(Tablo 2-1). Ağız florasında daha yüksek veya düşük pH değerleri, midenin asidik pHsı, 

ince bağırsakta peristaltizm  ve kolonda anaerob ortam(düşük oksidasyon- redüksiyon 
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potansiyeli) gibi faktörler gastro-intestinal kanalın farklı kısımlarındaki  flora içeriğini 

etkilemektedir (Şekil 2-1) (5). 

 

Tablo  2-1: Bağırsak mikroflorasını etkileyen faktörler –Turan (5)’ dan. 

Faktör Etkilenen populasyon(lar) 

Eh
*
 

Ph 

Kısa zincirli yağ asitleri 

Safra asitleri 

Besinler 

Bağlanma bölgesi için yarışma 

Besinler için yarışma 

Konakçı immun faktörleri 

Zorunlu anaeroplar 

Tüm bakteriler 

Enterobacteriaceae 

Birçok tür, özellikle Clostridium türleri 

Tüm bakteriler 

? 

? 

? 

* Eh: oksidasyon –redüksiyon potansiyeli 

 

2.2. Bağırsak Mikroflorasının  İşlevleri 

Normal bağırsağın yapısı ve fonksiyonları içinde yer alan motilite, sekresyon, 

absorpsiyon, hücre kompozisyonu, mitotik aktivite, villöz yapının uzunluğu, kriptlerin 

derinliği gibi özelliklerin, konakçı ile bağırsakta kolonize olan mikro-organizmaların 

karmaşık bir etkileşiminin son noktası olduğunu destekleyen çok sayıda kanıt vardır 

(34-35). Bağırsak florasının işlevleri üç başlık altında toplanmaktadır. Bunlar: 

Metabolik işlevler, trofik işlevler ve koruyucu işlevlerdir. 

2.2.1. Metabolik İşlevler 

Bu işlevler, sindirilemeyen diyetsel kalıntıların ve endojen mukusun 

fermentasyonu, enerjinin kısa zincirli yağ asitleri aracılığıyla korunması, vitamin K 

yapımı, iyonların absorpsiyonu gibi görevleri kapsamaktadır. 
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              Şekil  2-1: Gastrointestinal sistem florasında mikroorganizmaların dağılımı 

(33). 

 Kalın bağırsaktaki bakteriyel floranın yaşamını devam ettirebilmesi için gerekli 

maddeler, üst GİS’te digesyona ve absorbsiyona uğrayamadığı için kolona gelen 

özellikle lifli yiyecek artıkları, lümene salgılanan mukus, lümene dökülen epitel 

hücreleri, parçalanmış bakteri ve mayalardır. Bunlardan karbonhidrat yapıda olanların  

(polisakkarit yapıdaki selüloz, hemiselüloz, pektin, zamklar, nişasta, oligosakkarit, 

tatlandırıcılar, absorbe olmayan şekerler) fermentasyonu sonucu ortaya çıkan kısa 

zincirli yağ asitleri (laktik, asetik, bütirik asit)  kolon epiteli için önemli enerji 

kaynağıdır. Kolonda bulunan protektif mikropların metabolizması sonucu  artık 

materyalden ortaya çıkan kısa zincirli yağ asitleri, aminoasitler, polyaminler, büyüme 

faktörleri, vitaminler, antioksidanlar absorbe olarak kalın bağırsak hücrelerinin 

gereksinimini karşılarlar (36). Protein ve peptidlerin mikroflora tarafından 

metabolizması (Pütrefikasyon) sonucu ise kısa zincirli yağ asitleri oluşumunun  yanı 

sıra toksik maddeler (Amonia, aminler, phenol, thiol, indoller gibi) meydana 

gelmektedir. (36). Oluşan bu toksik maddeler karaciğer bozukluğu olan kişilerde 

detoksifiye edilemez. Fakat bağırsak florasındaki laktik asit bakterilerinin ürettikleri 

organik asitler sayesinde bağırsak pH’sı  düşer (13, 37) ve bu sayede  amonyak yada 
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potansiyel olarak toksik diğer azotlu bileşiklerin üretimi ve absorbsiyonu  inhibe edilmiş 

olur (38-39).  

2.2.2. Trofik İşlevler 

Bu işlevler; a. Epitelyal hücre çoğalması ve farklılaşmasının kontrolü, b. İmmün 

sistemin gelişiminin kontrolünü kapsamaktadır. 

2.2.2.1. Epitelyal Hücre Çoğalması ve Farklılaşmasının Kontrolü 

Kolonda oluşan kısa zincirli yağ asitlerinin kolon fizyolojisi içindeki en önemli 

etkisi, intestinal epitel üzerindeki trofik etkisidir. Mikropsuz ortamda yetişen sıçanların 

kolonlarında kript hücrelerinin yapım oranı azalmıştır ve kriptler daha az hücre içerirler. 

Bu da intraluminal bakterilerin kolonda hücre proliferasyonu üzerine önemli etkilerinin 

olduğunu düşündürmektedir (5, 40). 

2.2.2.2.  İmmün Sistemin Gelişiminin Kontrolü 

Gastrointestinal sistem 300-400 m
2
 yi bulan geniş mukozal yüzey alanı ile 

besinsel antijenler, patojen mikroorganizmalar ve çevresel ajanlarla karşı karşıya 

kalmaktadır (1, 2). Karşılaşılan bu ajanlara karşı intestinal epital bariyeri, mukozal 

immun sistem ve intestinal mikroflora yardımı ile gelişmiş bir savunma sistemi 

kurulmuştur (1, 3, 4, 41). Epitel yüzeyindeki mukus bariyeri ve epitel hücreleri 

arasındaki sıkı bağlantılar yardımı ile bakteri ve antijenlerin bağırsak lümeninden 

dolaşıma geçmeleri engellenir. Bariyer fonksiyonunun önemli bir komponenti de 

mukozal immun sistemdir. Peyer plaklarında yerleşen lenfositlerden oluşan GALT  

vücuttaki immun hücrelerin %70-80’ini oluşturur ve en büyük immun organdır. Peyer 

plaklarının üzerlerinde bulunan özel epitel hücreleri (M hücreleri) ile bağırsak 

lümenindeki antijenler alınır ve lokal dendritik hücrelerde işlenip CD4+ regülatör T 

hücre populasyonlarının (Treg) sonraki eğitimleri için sunulur (Şekil 2-2). Normal 

floraya ait canlı ya da cansız antijen örnekleri sürekli lümenden örneklenip tanınarak, 

effektör lenfositleri suprese edecek olan IL -10, TGF- ß gibi sitokinlerin salınımı ile 

antijene tolerans sağlanır. GALT potansiyel patojenlere karşı da hem doğal hem de 

kazanılmış bağışıklık açısından en önemli savunma organıdır (1). 

2.2.3. Koruyucu İşlev 

Barsağın patojenlere karşı koruma görevini kapsar. Flora bakterileri, dış 

kaynaklı mikropların kolonizasyonuna karşı önemli bir direnç hattı sağlayıp patojenlerin 
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doku invazyonunu  önlerken normalde bağırsakta bulunan fırsatçı patojenlerin de aşırı 

çoğalmasını kontrol atında tutarlar (5, 42, 43). 

 

 

             Şekil  2-2: Bağırsak ilişikli lenfoid doku (GALT) ve elemanları (44). 

                 Özelleşmiş M hücreleri tarafından alınan  intestinal lümendeki antijenler burada bulunan dendritik     

hücrelerde işlenir ve CD4+ regülatör T hücre populasyonlarının sonraki eğitimleri için sunulur. 

 

2.3. Bifidobacterium Cinsi 

2.3.1. Tarihçe ve Taksonomi 

Bifidobacterium ilk kez 1899 yılında Pastör Enstitüsü’ nde Freshman Tissier 

tarafından anne sütüyle beslenen sağlıklı bebeklerin dışkısından izole edilmiş ve 

Bacillus bifidus comminus olarak adlandırılmıştır (45, 46). Başlangıçta bu bakterilerin 

bebeklerin bağırsak florasının baskın elemanı olduğu  düşünülmüşse de sonraki 

çalışmalar bifidobakterilerin erişkin insanlarda ve sıcakkanlı hayvanlarda da 

bulunduğunu göstermiştir (47-49). 
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1920 yılında Castellani ve Chalmers tarafından yapılan araştırmalarda  bu 

bakteri Bacterium bifidus olarak  adalandırılırken daha sonraki çalışmalarda ismi 

Lactobacillus bifidus olarak belirlenmiştir (50). 1967 yılında  De Vries ve arkadaşları 

fruktoz-6- fosfat fosfoketolaz enzimini bifidobakterilerde belirlerken, aldolaz ve glikoz-

6-fosfat dehidrojenaz enzimlerinin bifidobakterilerde bulunmadığını, ancak bu 

enzimleri laktobasillerin içerdiğini bildirmişlerdir (51). Bu bilgiye dayanarak 1974 

yılında ‘‘Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’’ nin 8. baskısında Orla-

Jensen tarafından bakteri, Bifidobacterium adını alarak  11 tür içeren bir cins olarak  

gösterilmiştir (52, 53). En son 2000 yılı itibariyle 32 türü olduğu tespit edilen  

Bifidobacterium, Actinobacteridae alt sınıfından Bifidobacteriales takımına bağlı 

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

 

Domain(Grup): Bacteria 

Şube: Firmucetes 

Sınıf: Actinobacteria 

Alt sınıf: Actinobacteridae 

Takım: Bifidobacteriales 

Familya: Bifidobacteriacea 

Genus: Bifidobacterium(32 tür) 

           Şekil  2-3: Bifidobacterium cinsinin filogenisi – Biavati (54)’den . 

 

Bifidobakterilerin tanımlanması  için fenotipik ve genotipik özellikler 

kullanılmaktadır. 

2.3.2. Bifidobakterilerin  Fenotipik Özelliklerine Göre  Tanısı  

Bifidobacterium’un  fenotipik özelliklerine göre tanımlanasını  dört başlık 

altında toplayabiliriz: 

Morfolojik özellikler 
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Fizyolojik özellikler 

Biyokimyasal özellikler 

Hücre duvarının bileşimi ve fosfolipit kompozisyonu (55). 

2.3.2.1. Morfolojik Özellikleri 

Bifidobakteriler karakteristik bir morfolojiye sahiptirler. Gram pozitif, 

hareketsiz, spor oluşturmayan, genellikle eğri çubuklar şeklinde ve sıklıkla dallanmış 

olarak bulunan anaerobik mikroorganizmalardır. Taze izole edilen suşlar mikroskopta 

düzensiz dallanan, Y ve V şeklinde çomaklar halinde görünürler (Şekil 2-4). Bununla 

birlikte, normal habitatlarında sıklıkla çomaklar halinde olmalarına karşın, besi yeri 

şartları morfoloji değişikliğine sebep olmaktadır (55, 56). Plak yüzeyinde ise koloniler 

mukoid krem, bakır veya menekşe renginde görünüme sahiptirler (56). 

2.3.2.2. Fizyolojik Özellikleri 

  Bifidobakteriler anaerobik mikroorganizmalar olmakla birlikte oksijen 

duyarlılığı türlere ve her türün suşlarına göre farklılık gösterir.  Bifidobakterilerin çoğu 

katalaz negatiftir; ancak oksijeni tolere edebilen B. asteroides ve B. indicum gibi  türler  

oksijenli ortamda gelişirlerse katalaz aktivitesi pozitif olur (54). Süperoksit dismutaz ve 

katalaz gibi enzimler, süperoksit ve hidrojen peroksitin toksik etkilerine karşı 

organizmaların korunmasına yardımcı olur. NADH oksidaz ve NADH peroksidaz 

oksijen kullanımında gereken önemli enzimlerdir (56, 57). Çoğunlukla 

bifidobakterilerin insanlarda en uygun gelişim sıcaklığı 36–38 
o
C iken hayvanlarda 

oldukça yüksek olup 41-43
o
C arasındadır (56). Gelişim için optimum pH aralığı 6,5–7 

arasında olup, pH 4’ten az ve 8’den yüksek pH’ da gelişim görülmez  (57). 

Bifidobakteriler karbon kaynağı olarak karbonat veya bikarbonata ihtiyaç 

duyarlar. Organik asitler, yağ asitleri ve amino asitler etkin karbon kaynağı değildir. 

Yalnızca sistein ve sistin zorunlu azot kaynaklarıdır (59).  Bunun yanında 

bifidobakteriler “bifidojenik faktörler” olarak bilinen belirli büyüme faktörlerine ihtiyaç 

duyarlar. Bu maddeler, genelde N-asetil glukozamin gibi amino şekerler veya 

fruktooligosakkaritler ve laktuloz gibi karbonhidratlardır (13, 60). Aynı zamanda son 

yıllarda yayınlanan kaynaklar tripsin, pankreatik veya papain sindirimiyle hidrolize 

olmuş kazein gibi proteinlerin hidrolizi ile oluşan  maddeleri de bifidojenik faktörlerin 

içinde değerlendirmiştir (54, 61). 
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             Şekil  2-4: Gram yöntemi ile boyanmış preparasyonda Bifidobacterium longum (58). 

 

Bakterinin bütün  bu gereksinimleri göz önüne alınarak bifidobakteriler için çok 

sayıda seçici ve seçici olmayan besiyerleri tarif edilmiştir (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 bunların en çok bilinenleridir (62, 63). 

2.3.2.3. Biyokimyasal Özellikleri 

Bifidobakteriler metabolik aktivitelerinde kullandıkları karbonhidratlardan 

dolayı laktobasillerden farklılık göstermektedirler. Bifidobakteriler heksoz 

metabolizmasında fruktoz–6-fosfat yolunu kullanırken, laktobasiller glikoz-6-fosfat 

yolunu kullanmaktadırlar. Fruktoz–6-fosfat yolu sonunda oluşan önemli metabolik  

ürünleri; asetik asit ve L (+) laktik asittir (3/2) ancak bunlar düşük düzeydedir. 

Glikozdan CO2 meydana getirmezler, katalaz, nitrat redüksiyonu, indol oluşumu ve 

jelatin hidrolizi negatiftir, üreaz aktivitesi olan az sayıda tür bulunmaktadır (54, 55). 

Bifidobacterium cinsinin tanımlanmasında bakterinin bulundurduğu enzimler 

oldukça önemlidir.  Yukarda bahsedildiği gibi fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (F-6-PPK) 

enzimi sadece Bifidobacteriaceae ailesinde mevcut olduğundan bu enzimin varlığı 

bağırsak florasında cins tespiti için yeterlidir. Aynı zamanda 6-fosfoglukonat 

dehidrogenaz ve transaldolaz gibi enzimlerin elektroforetik paternleri de bazı türlerin 

tanımlanması için uygundur (54).  Süt ürünlerinden izole edilen bifidobakteriler için ise 



 11 

alfa galaktozidaz enzim testi laktobasillerde bulunmadığından cins düzeyinde 

tanımlama için  uygulanabilir (54). 

 Bifidobakterilerin fermentatif karakterlerine göre tanımlanması ise 1957’de ilk 

defa yapılmış olmakla birlikte hala kullanılmaktadır (Tablo 2-2). Ancak kesin bir 

tanımlama için DNA-DNA hibridizasyonuna ya da hücresel proteinlerin elektroforezine 

ihtiyaç duyulmaktadır (54). Cins düzeyinde tanımlama için bir diğer teknik de 

fermentasyon ürünlerinin gaz-likit kromatografisinin yapılmasıdır (54). 

 Yukarda saydığımız  farklı fermentatif karakterler ve enzimlerin varlığından 

faydalanarak hazırlanan ticari sistemler de bakterinin izole edildiği yere  göre 

kullanılabilmektedir . API-ZYM, API- 32A, API 50 CHL ve API 20-A ve  Vitek 2 

ANC   (bio Merieux, Marcy  L’Etoile) bunlara örnek olarak verilebilir. 

 

Tablo  2-2: Bifidobacterium türlerinin değişik karbonhidratlara etkisi*-Biavati (54)’den 

değiştirilerek. 
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B. bifidum - - + + d - - d - - - - - - - + - - - - 

B.longum d d + + + + - + - - - + + + - + - - + - 

B.infantis d d + + + + - + - - - - + + - + d d d - 

B. breve - + + + + + d + d + d - + + - + d - - - 

B. adolescentis + d + + + + d + d + d + + + + + d + + + 

B. angulatum + - + + + + - + - + d + + + + + + - - d 

B. catenulatum + - + + + + d + d + + + + + - + d + - d 

B. pseudocatenulatum + + + + + + d + - + d + + + + + - d - d 

B. gallicum + - + + + + - - - + - + - + + - - - - - 

B. dentium + + + + + + + + + + - + + + + + - + + + 

B. pseudolongum 

subs.pseudolongum 
+ + + + + + - + - - - + + + + d - d d - 

B. animalis + d + + + + d + - + - + + + + + - d d - 

B. lactis + - - - + + - + - - - + + + - + - - - - 

B. thermophilum - - + + + + d + - d - - + - + d d d d - 

B. magnum + - + + + + - + - - - + + + - + - - - - 

B. pullorum + + + + + + + + - + - + + + - - + - - - 

B. asteroides + - + d + d - + - + - - + + - - - + - + 

B. subtile - - + + + + d + - d + - + + + - d - + + 

B. gallinarum + d + + + + + + - + - + + + - + + d d y 

Semboller: +,  %90 veya daha fazla suş için olumlu sonuç;  -, %90 veya daha fazla suş için olumsuz sonuç; 

 d,  %11-89 oranında suş için olumlu sonuç; y,  belirlenemeyen.  
*  Bütün suşlar glikozu fermente etmiş fakat gliserol, laktat ve ramnozu fermente etmemiştir. 
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2.3.2.4. Hücre Duvarının Bileşimi ve Fosfolipid Kompozisyonu 

 Bifidobakterilerin hücre duvarı muramik asit, alanin, glikozamin, glutamik asit 

ve ornitin veya lisin ile birlikte treonin, aspartik asit, serin, glisin aminoasitlerinden biri 

veya ikisinden oluşan peptidoglikandan meydana gelir ve türlerin belirlenmesinde bu 

murein yapılı duvar önemlidir. Hücre duvarındaki polisakkaritlerin bileşiminde glikoz, 

galaktoz ve ramnoz bulunmaktadır. Türler arasında peptidoglikanların aminoasit 

dizilimi farklılık göstermektedir (17, 55). Bifidobakterilerde palmitik asit, palmitoleik 

asit, stearik asit, oleik asit ve miristik asit gibi yağ asitleri bulunmaktadır. Ayrıca, 

difosfotidilgliserol ve fosfotidilgliserol içeren laktobasil ve bifidobakteri türleri 

olmasına rağmen yalnızca bifidobakteriler poligliserolfosfolipitleri ve onların 

lizotürevlerini üretirler (17). 

2.3.3. Bifidobakterilerin  Genotipik Özelliklerine Göre  Tanısı  

Bifidobakterilerin genotipik özelliklerine göre tanımlanmasında filogenetik 

yaklaşım ve klasik yaklaşımdan  söz edilmektedir (54).  

Filogenetik yaklaşımda  kullanılan iki temel teknik Rec A Analizi ve 16S rRNA 

Dizi Analizidir. 

Rec A Analizi: Bu teknik, çoğu bakteride bulunan ve yüksek oranda korunmuş 

olan Rec A gen fragmentinin PZR ile çoğaltılması  ve dizi analizi yapılması esasına 

dayanır. Elde edilen filogenetik ilişki bütün rRNA  geni ile uyumludur. Hızlı ve kolay 

olması açısından insan bağırsağından izole edilen suşların tanımlanmasında 

kullanışlıdır. (54).  

16S rRNA Dizi Analizi: 16S rRNA geninin uç bölgelerindeki korunmuş 

bölgeler için hazırlanan primerler kullanılarak bakterilerden alınan örnekler PZR ile 

çoğaltılır. Dizi analizi yapıılan amplikonlardaki veriler veritabanları ile karşılaştırılır ve  

bu sayede hem cins düzeyinde hem tür düzeyinde tanımlama yapılabilir (54). 

Klasik yaklaşımda ise G+C içeriğinin saptanması ve DNA-DNA homolojisi 

teknikleri kullanılır. 

G+C İçeriğinin Saptanması: Bifidobakterilerin DNA’sında guanin+sitozin 

yüzdesi yüksek ve türler arasında farklılık gösterdiği için tanımlamada kullanılmaktadır. 
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DNA-DNA  Homolojisi: Tür içi ve türler arası ilişkileri saptamak için altın 

standarttır. İki türün DNA’snın hibritleşmesi  ne  kadar fazla ise, türler arası  o derece 

yakınlık olduğu düşünülür (54). 

Son dönemde moleküler biyolojide kullanılan çok sayıda teknik de 

bifidobakterilerin tanımlamasında  kullanılmaktadır. ITS (Transkripsiyonu Yapılamayan 

Bölgeler) analizi, PFGE (Değişken Alanlı Jel Elektroforezi), ribotipleme, RFLP 

(Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi), ARDRA (Amplifiye olmuş 

Ribozomal DNA  Restriksiyon Analizi), RAPD (Rastgele Amplifiye olmuş Polimorfik 

DNA) ve FISH (Floresan in situ Hibridizasyon)  bunlar arasında sayılabilir (54). 

2.4. Bifidobacterium Cinsinin  Probiyotik Özellikleri  

2.4.1. Probiyotik ve Prebiyotik  Kavramı 

Probiyotik ve prebiyotik günlük hayatta sıklıkla birbirine karıştırılan, birbirinden 

farklı ama birbirleriyle kuvvetli ilişkisi olan iki kavramdır. Probiyotik kelimesi Yunanca 

kökenli olup “yaşam için” anlamına gelen ve uzun yıllardan beri çeşitli şekillerde 

kullanılan bir kelimedir (64). Günümüzde ise 1998 yılında Salminen ve ark. (65) 

tarafından ‘insan ve hayvanların sağlığını geliştirmek için tasarlanan gıda, yem ya da 

besinsel katkılardaki canlı mikrobiyal preparatlar’ şeklindeki ifade edilen tanım kabul 

görmüştür ve kullanılmaktadır. 

Bir mikroorganizmanın probiyotik olabilmesi için belirli kriterlere sahip olması 

gerekmektedir (29, 36, 65). Bunlar:  

1. Mikroorganizma insan kökenli olmalı, konak için patojen ve karsinojenik 

olmamalı normal florayı bozmadan patojen bakterilere etki etmelidir. 

2. Ağız yoluyla alındığında etkili olabilmeli ve bunun için asit pH ve safra 

tuzlarına dirençli olmalıdır.  İstendiğinde konakçıdan izole edilebilmeli. 

3. Patojenlerle yarışmalı rekabet sonucunda probiyotik suşları bağırsak epiteline 

patojenlerden önce tutunabilmeli veya agregasyon oluşturabilmesi gerekmektedir. 

4. Kullanılan suş ürün içerisinde uzun süre canlılığını koruyabilmeli, üründe 

istenmeyen oluşumlara neden olacak maddeler üretmemelidir. Bunun yanı sıra ürettiği 

bazı metabolitlerle ortamdaki patojen veya kontaminant bakterileri inhibe edebilmelidir. 
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5. Büyük ölçekte üretime uygun, istenmeyen aroma bileşikleri üretmeyen, 

fajlara karşı dirençli suşlar probiyotik üretiminde başarılı bir şekilde 

kullanılabilmektedir. 

6. Gastro-intestinal immun sistemi stimüle etmeli, kolon kanseri gelişimini 

önleyebilmeli. 

7. Sindirimi kolaylaştırmalı, laktaz malabsorbsiyonuna ait semptomları ortadan 

kaldırabilmeli. 

Prebiyotikler ise  intestinal florada bulunan bir tür veya sınırlı sayıdaki birkaç 

tür mikroorganizmanın çoğalmasını ve/veya aktivitesini seçici olarak aktive ederek 

konağın sağlığını olumlu yönde etkileyebilen sindirilemeyen besin bileşenleri olarak 

tanımlanmaktadır (66). Prebiyotikler kolondaki yararlı mikroflora (Lactobacillus, 

Bifidobacterium gibi) tarafından selektif olarak kullanılır iken toksin üreten 

Clostridium’lar, proteolitik Bacteriodes’ler ve toksijenik E. coli gibi potansiyel patojen 

mikroorganizmaların çoğalmasını engellemektedir (11, 66-69). Yani diğer bir  deyişle 

prebiyotikler, probiyotiklerin yiyecekleridir. 

2.4.2. Bifidobacterium Cinsinin Probiyotik Olarak Önemi 

Yukarda bahsi geçen probiyotiklerin sahip olması gereken özellikler göz önüne 

alındığında bifidobakterilerin probiyotik önemi şu şekilde özetlenebilir: 

Protein metabolizmasının iyileştirilmesi: Bifidobakteriler fosfoprotein 

fosfataz aktivitesine sahip olduklarından insan sütünde bulunan α-kazeini 

parçalayabilmekte ve böylece süt proteinlerinin absorbsiyonuna katkıda bulunmaktadır 

(11). 

Vitamin metabolizmasının iyileştirilmesi: Yaşa bağlı olarak sağlıklı insanların 

bağırsak sisteminde baskın olarak bulunan bifidobakteriler, B1, B2, B6, B12, K2 

vitaminleri ve ayrıca nikotinik asit ve folik asit üretmektedirler (12, 13, 70 ). 

Böbrek rahatsızlıklarını giderme: Bifidobakteriler tarafından amonyağın bir 

nitrojen kaynağı olarak kullanılması,  amonyak ve amin üreten bakterilerin gelişiminin 

önlenmesi,  bifidobakteriler tarafından üretilen organik asitlerle bağırsak pH’sının 

düşmesiyle iyonik koşulların oluşması ve amonyak düzeyinin azalması,  

bifidobakterilerin alifatik aminler, hidrojen sülfit veya nitritler oluşturamaması gibi 
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özelliklerine bağlı olarak, böbrek rahatsızlıklarını iyileştirme ve kan amonyak düzeyini 

azaltmada önemli etkileri vardır (14). 

Bağışıklık sistemini aktifleştirme etkileri: Bifidobakterilerin mitojenik etki,  

makrofaj ve antikor üretimini teşvik etme ve  antitümör etkisi gibi değişik immunolojik 

fonksiyonlarının bulunduğu bildirilmiştir (16). 

Laktoz kullanımın iyileşmesi: İnce bağırsakta β-galaktozidaz veya laktaz 

enzimi yeterli miktarda bulunmadığında laktoz, kalın bağırsak mikroflorası tarafından 

fermente edilmekte ve oluşan  hidrojen, metan ve CO2 gazları sebebiyle  karın ağrısı, 

kramp ve ishale neden olmaktadır. Bifidobakteriler ise  β-galaktozidaz enzimini 

salgıladıklarından laktozun sindirilmesinde iyileştirici rol oynarlar (17, 71,72). 

İshal ve kabızlığın önlenmesi: Bifidobakteriler tarafından üretilen organik 

asitlerin bağırsağın peristaltik hareketini teşvik ettiği ve normal bağırsak hareketine 

yardımcı olduğu sanılmaktadır. Yapılan bir  çalışmada, kabızlık çeken hastaların, 

bifidobakteri içeren süt ve ürünlerini tüketmeleri durumunda bağırsak hareketinde bir 

iyileşme olduğu ve dışkıda su miktarının arttığı tespit edilmiştir (11). Bunun yanında, 

antibiyotik kullanımı ile veya viral etkenle oluşan ishallerin iyileştirilmesinde 

bifidobakterilerin kullanılabileceği  tespit edilmiştir (14). 

Antimikrobiyal etkileri: Bifidobakteriler doğrudan  veya dolaylı olarak 

antimikrobiyal etki gösterirler. Bakteriyosinler bifidobakteriler tarafından üretilen 

antimikrobiyal maddeler arasındadır ve doğrudan antimikrobiyal etki gösterirler.  

Anand (15) tarafından yapılan çalışmada, B. bifidum 1452 NCDO ve B. bifidum 1454 

NCFB suşları tarafından üretilen bifidin ve bifidosin olarak adlandırılan 

bakteriyosinlerin,  bazı bakterilere karşı antimikrobiyal etki gösterdikleri belirlenmiştir. 

Bifidobakterilerin dolaylı olarak gösterdikleri antimikrobiyal etkileri için,   ortamdaki 

demiri etkin bir biçimde bağlayarak patojenler için kullanılmaz duruma getirmelerini ve 

oluşturdukları asitler sebebiyle bağırsak pH’sını düşürmelerini söyleyebiliriz (73). 

Antikanserojenik (antikanser) aktivite: Birçok in vitro ve hayvanlar üzerinde 

yapılan araştırmalarla bifidobakterilerin antimutajenik ve antikanserojenik etkiye sahip 

oldukları ortaya konmuştur. B. longum kolon, böbrek ve göğüs kanserini teşvik eden 

‘‘2-amino-3-metil-imidazol quinoline’’ (IQ)’ yu inhibe etmekte veya azaltmaktadır 

(18). Ayrıca  bifidobakterilerin azoreduktaz, β-glukuronidaz, ve nitroreduktaz gibi pro-
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kanserojenleri kanserojen maddelere dönüştüren enzimlerin aktivitelerini engellediği 

gösterilmiştir (13, 74, 75). 

Serum kolesterol düzeyinin azaltılması: Bifidobakterilerin, kan lipitlerinin 

düşürülmesi ve kalp hastalığı riskinin azaltılmasında rol oynadıkları düşünülmektedir. 

Laktobasiller ve bifidobakteriler ile yapılan çeşitli deneyler, bu bakterilerin belirli 

suşlarının, safra tuzları varlığında, kolesterolü asimile edebilme yeteneğine sahip 

olduğunu kanıtlamıştır (19).  

Alerjik hastalıkların belirtilerinin hafifletilmesi: Kirjavainen ve ark. (76) 

tarafından yapılan bir çalışmada Bifidobacterium lactis Bb12 suşunun bağırsak florasını 

düzenleyerek başlangıç  aşamasındaki ataopik ekzemayı hafiflettiği  gösterilmiştir. 

 

2.5. Alerjik Dermatit ve Astım 

2.5.1. Alerjik (Atopik ) Dermatit  

Alerjik (Atopik)  dermatit (AD), çoğunlukla infant ve erken çocukluk çağında 

başlayan, genetik faktörlerin eşlik ettiği, çeşitli allerjenlerle tetiklenebilen, tekrarlayan, 

kronik, inflamatuvar bir deri hastalığıdır (20-23). Hastalarda genellikle serum IgE 

düzeylerinde yükselme, ailesel veya kişisel astım ve/veya alerjik rinit öyküsü 

bulunmaktadır (21, 23, 77, 78). Hastalığın etyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber 

genetik, çevresel ve infeksiyöz faktörlerin katılımıyla kompleks çok etkenli bir 

etiyolojinin rol oynadığı düşünülmektedir (20-23, 77, 78). 

AD insidansı giderek artmakta olup son 40-50 yıl boyunca her on yılda bir iki 

kat artış göstermiştir (21, 23, 79). Hastalığın özellikle sanayi ülkeleri ve kentlerde 

yüksek sosyoekonomik sınıfta arttığı gözlenmiştir (20, 80). 

Patogenez: AD patogenezi halen yeterince aydınlatılamamış olmakla birlikte 

immunoglobulin IgE ile oluşan tip I reaksiyonların ve T hücreleri ile oluşan tip IV 

reaksiyonların patogenetik rol oynadığı ileri sürülmektedir (20, 21). 

Klinik ve laboratuvar tanısı: Alerjik dermatit bebeklerde, çocuklarda ve 

yetişkinlerde farklı klinik  tablo göstermketedir. Bebeklerde en sık tutulan bölge yüzdür. 

Burun ve ağız çevresinin korunduğu yüzde, özellikle yanaklar olmak üzere alın ve 

çenede sınırları belirgin olmayan eritem gözlenmektedir (20-23, 81, 82). Yanaklar 
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dışında saçlı deri ve boyun, emekleme başladıktan sonra ekstremitelerin ekstensör 

yüzleri ve gövdede lezyonlar oluşabilir (81, 83).  AD'li infantların birçoğunda, deri 

belirtileri iki yaşına kadar gerilerken bazılarında, çocukluk dönemi AD'ine geçiş 

olabilmektedir (20, 81, 83). 

AD tanısında kullanılan spesifik ve rutin bir laboratuvar yönteminin olmaması 

nedeniyle tanı, öykü ve klinik özelliklere dayanarak konulmaktadır. Bugün tüm 

dünyada yaygın olarak kullanılan AD tanı kriterleri, "Hanifin-Rajka tarafından 

belirlenen  major ve minör kriterlerden oluşmaktadır. Kaşıntı, kişide veya ailede alerji 

öyküsü, kronik ve yineleyen dermatit, iki yaşına kadar bebeklerde ve çocuklarda yüz ve 

ekstensör bölge tutulumu, erişkinlerde dirsek bölgesinde kalınlaşma ve sertleşme gibi 

majör ölçütler  ile serum IgE düzylerinde yükselme, deri testlerine pozitif erken tip 

alerji yanıtı ve el ve ayaklarda nonspesifik dermatit gibi bulguların içinde bulunduğu 

çok sayıda minör ölçütler bunlardan bazılarıdır (20). 

Son yıllarda özellikle serum total IgE düzeyleri yüksek olan AD'li hastalarda 

çeşitli antijen ve allerjenlere karşı duyarlılığı belirlemek amacıyla deri testleri 

uygulanmakta ve serum spesifik IgE düzeyleri değerlendirilmektedir (21, 78, 79, 82, 

84). 

Tedavi: AD tedavisinde ilk adım, geniş bir sorguya dayanmaktadır; başlangıç 

yaşı, aile öyküsü, tetikleyen faktörler, enfeksiyonlar, banyo ve nemlendirme hataları, 

uyartılara maruz kalma, ateş, terleme, duygusal stres, alerjiler, geçmişte kullanılan 

tedaviler dikkatle incelenmelidir (20, 85). Genellikle topikal ilaçların kullanımı, oral 

antihistaminikler ve bireysel uyarıcı faktörlerin eliminasyonu yeterli olmaktadır (20, 

86). AD'de kullanılan spesifik tedavi yaklaşımları dört grupta sınıflandırılmaktadır (87).  

Bunlar; derideki yağ ve nem dengesini korumaya yönelik maddeler ile antiinflamatuvar 

etkisi olan kortikosteroidler gibi maddelerin kullanılmasını öneren topikal tedaviler, 

antihistaminikler, antimikrobiyaller ve  immun sistem üzerindeki farklı hücreleri 

etkileyen  çeşitli ajanların kullanıldığı sistemik tedaviler, ultraviyole ışınların 

kullanıldığı fototerapi ve  antijen- antikor  kompleksi ile yapılan immunoterapidir (20). 

Alerjik dermatitin önlenmesinde ve tedavisinde   diğer bir  yaklaşım da  

probiyotik kullanımıdır. Probiyotiklerin alerjiye  genetik olarak yatkın gebelerde ve 

doğumdan sonra ilk altı ayda bebeklerinde kullanımı ile  alerjik dermatit ve besin 

alerjisinin  %50’ye varan   oranlarda önlendiğini ve hasta bebeklerde kullanımı ile de 
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hastalığın şiddetinin  azaldığını destekleyen   çok sayıda  klinik çalışma bulunmaktadır 

(88-90). 

2.5.2. Astım  

Astım oluşumunda genetik ve çevresel faktörlerin birlikte rol aldıkları 

bilinmesine karşın etyopatogenezi henüz tam açıklığa kavuşmamıştır. Bu nedenle 

tanımı  büyük ölçüde hastalık özelliklerini tarif edici niteliktedir. Havayolu 

inflamasyonunun yol açtığı fonksiyonel değişikliklere göre yapılan astım tanımı 

şöyledir: Astım hava yollarının kronik inflamatuvar bir hastalığıdır. Kronik 

inflamasyon, özellikle gece veya sabahın erken saatlerinde meydan gelen tekrarlayıcı 

hırıltılı solunum, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi ve öksürük ataklarına neden olan 

hava yolu aşırı duyarlılığı ile ilişkilidir. Bu ataklar kendiliğinden veya tedavi ile geri 

dönüşlü, değişken bir hava yolu obstrüksiyonu ile birliktedir. 

Çocuk ve erişkinler için nisbeten standardize ve karşılaştırılabilir yöntemlerle 

yapılan araştırmalarda, astım prevalansının farklı ülkelerde %1-18 arasında değiştiği 

bulunmuştur. Çocukluk dönemi astım epidemiyolojisi araştırmaları sonuçlarına göre 

astım prevalansının çocuklarda %2-15 ve erişkinlerde ise %2-5 arasında dağılım 

gösterdiği görülmektedir. Bazı çocukluk dönemi çalışmalarında elde edilen yüksek 

prevalans değerleri astım prevalansının yaşla azaldığını düşündürmektedir (24, 91-93). 

Risk faktörleri; kişiyi astıma yatkın kılan “kişisel faktörler” (genetik, obezite, 

cinsiyet) ve genetik olarak astıma yatkın olanlarda astım gelişimine yol açan “çevresel 

faktörler” (allerjenler, enfeksiyonlar, mesleki duyarlaştırıcılar, sigara, ev içi ve ev dışı 

hava kirliliği) olmak üzere iki grupta toplanmaktadır. Astım gelişmesine yol açan 

faktörler yanı sıra astım semptomlarını tetikleyen faktörler de vardır (24, 94). Astımın 

ortaya çıkmasında etkili risk faktörlerinin başında genetik faktörler gelir (95). Astım 

alevlenmesine yol açan faktörler ise genellikle çevresel olanlardır. Genlerin hem kendi 

aralarında, hem de çevresel faktörler ile etkileşerek bireyin astıma eğilimini artırdıkları 

düşünülmektedir  (96). 

Allerjenler ve astım ilişkisi: İç ve dış ortamdaki allerjenlerin astım 

alevlenmelerine yol açtıkları iyi bilinmesine rağmen, astım gelişimindeki rolleri tam 

aydınlatılamamıştır (94, 97). Yenidoğan döneminden başlayan kohort çalışmaları, ev 

tozu akar allerjenleri, kedi ve köpek tüyü ile Aspergillus’un 3 yaşına kadar astım 

benzeri semptomlar için risk faktörü olduklarını düşündürmektedir ( 24, 94). Allerjen 
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teması ve çocuklardaki duyarlanma arasındaki ilişkinin allerjene, dozuna, maruziyet 

dönemine, çocuğun yaşına ve muhtemelen genetik faktörlere bağlı olduğu 

düşünülmektedir  (24). 

Patogenez: Semptomlar nöbetler halinde  olsa da astımdaki hava yolu 

inflamasyonu süreklidir ama  astım şiddeti ile inflamasyonun yoğunluğu arasındaki 

ilişki  net olarak gösterilememiştir (98). İnflamasyon bütün hava yollarını etkiler  

bununla birlikte fizyolojik etkileri orta boy bronşlarda en belirgindir. Hava yollarındaki 

inflamasyon paterni, astımın bütün klinik formlarında ve bütün yaş gruplarında benzer 

görünmektedir. Mast hücreleri, eozinofiller, T lenfositler, dendritik hücreler, makrofaj 

ve nötrofiller inflamasyonda rol alan inflamatuvar hücreler olup ayrıca epitel, düz kas, 

endotel hücreleri; fibroblastlar, miyofibroblastlar ve hava yolları sinirleri de 

inflamasyonda rol alan hava yolu yapısal hücreleridir (24, 99-101). 

Astımla ilişkili çok sayıda mediatörün (Aracı molekül) olduğu ve bunların hava 

yollarındaki karmaşık inflamasyonu yönettikleri de  bilinmektedir. Hava yollarında 

oluşan bu inflamatuvar cevaba ek olarak, hava yolu yeniden yapılanması (remodelling) 

olarak adlandırılan karakteristik yapısal değişiklikler de hastalığın oluşumunda etkilidir 

(24, 102). 

Hava yolu daralması semptom ve fizyolojik değişikliklere yol açan asıl olaydır. 

Hava yollarındaki düz kas kontraksiyonu, ödem, yeniden yapılanmaya bağlı duvar 

kalınlaşması, mukus sekresyonu artışı ve bunun oluşturduğu tıkaçlar hava yolu 

daralmasını ortaya çıkarır (24). 

Klinik ve laboratuvar tanısı: Astım tanısında anamnez çok önemlidir. Tanısal 

testlerin pozitif olması tanıyı destekler ancak negatif olması tanıyı dışlamaz. Tanı, 

nöbetler halinde gelen nefes darlığı, hışıltı, öksürük ve göğüste baskı hissi gibi 

semptomların varlığı ile konur (24). Astımlı hastaların çoğunda rinit semptomları da 

vardır. Semptomların gün içinde veya mevsimsel değişkenlik göstermesi, sis, duman, 

çeşitli kokular veya egzersiz gibi nedenlerle tetiklenmesi, geceleri artış olması ve uygun 

astım tedavilerine yanıt vermesi astım tanısını destekler (24). Ailede astım öyküsünün 

bulunması ve alerjik hastalıkların varlığı tanıyı koymaya yardımcı olan diğer 

özelliklerdir. 

Astım çeşitli klinik fenotiplerle seyredebilir (103). Önceleri ekstrensek (alerjik) 

ve intrensek (alerjik olmayan) astım şeklinde başlayan fenotipik yaklaşıma zamanla 
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erken- geç başlangıçlı astım, öksürükle seyreden astım, egzersiz astımı, noktürnal astım, 

aspirine duyarlı astım, premenstrüel astım, steroide dirençli/bağımlı astım, brittle astım, 

meslek astımı gibi fenotipler eklenmiştir (24). 

Anamnezinde alerji düşünülen hastada ilk tercih edilecek yöntem deri prik 

testidir. Eğer hastanın anamnezi test sonuçları ile uygunluk göstermiyorsa bu 

değerlendirme anlam taşımaz. Günlük pratikte bu testi yapmanın asıl amacı, alerjik 

astımlıları ayırmak ve eğer hastanın bulunduğu ortamda kendisini etkileyen bir allerjen 

varsa ondan uzaklaşmasını sağlamaktır. Alerjik duyarlılığın saptanması için testlerde 

yer alması önerilen standart allerjenler; pozitif/negatif kontrol, çimen poleni, 

Dermatofagoides pteronyssinus, kedi ve Alternaria allerjenleridir (104). 

Spesifik IgE ölçümü, pahalı ve duyarlılığı düşük bir yöntemdir. Serum Total IgE 

ölçümünün atopi tanısında kişisel bazda önemli  bir  değeri yoktur (104). 

Solunum fonksiyon testi, hava akımı kısıtlanmasını ve reverzibilitesini ölçmek 

için yapılan spirometrik inceleme, PEF metre denilen hastanın evde hava akımı 

değerlerini günlük takip edebilmesi için kullanılan cihazla yapılan  PEF ölçümü,  hava 

yolu duyarlılığını ölçüm testi, total hücre sayıları, eozinofil, nötrofil veya mediyatörler   

gibi inflamatuvar  belirteçlerin takip edildiği laboratuvar testleri  astımın tanı ve 

takibinde kullanılan diğer testlerdir  (105-107). 

Tedavi: Astım tedavisinde yapılması gereken ilk iş ortamdan tetikleyicileri 

(sigara dumanı, allerjenler,  inhale edildiğinde zarar veren kimyasallar, kirli hava vb.) 

kaldırmaktır veya maruzuyeti azaltmaktır.  Kullanılan ilaçlar kontrol edici ve rahatlatıcı 

(semptom giderici) ilaçlar olarak ikiye ayrılır. Kontrol edici ilaçlar, çoğu zaman 

antiinflamatuvar etkileri sayesinde astımın kontrol altında tutulmasını sağlayan her gün 

ve uzun süre kullanılan ilaçlardır. Rahatlatıcı ise hızlı etki ederek bronkokonstriksiyonu 

geri döndüren, semptomları gideren ve gerektiğinde kullanılan ilaçlardır (24, 108). 

Astım tedavisi, inhalasyon yoluyla, oral veya parenteral olarak 

uygulanabilmektedir. İnhaler tedavinin başlıca avantajı, düşük sistemik yan etki 

riskiyle, ilaçların doğrudan hava yollarına verilmesini ve bu bölgelerde daha yüksek 

lokal konsantrasyonlara ulaşabilmesini sağlamasıdır. İnhale steroidler günümüzde 

mevcut en etkili kontrol edici ilaçlardır (24). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Araştırmamız, Eylül 2011- Mart 2012 tarihleri arasında astım veya alerjik 

dermatit tanısı almış 100 hasta ile kontrol grubu olarak 100 sağlıklı çocuktan alınan 

gaita numuneleri ile Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalı   

laboratuvarlarında yapıldı. 

 Numuneler, İstanbul  Kanuni Sultan Süleyman Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

Alerji Polikliniği’ne, Enfeksiyon servisi ve  Süt çocuğu servisi’ne başvuran ve çalışma  

kriterlerimize uyan hasta ve sağlıklı çocuklardan alındı. 

Çalışmaya dahil olacak hastalar için temel kriterlerimiz:   

a. Son iki  hafta içinde gram pozitif bakterilere karşı etkili bir antibiyotik  

kullanmamış olmak, 

b. Hayatının bir döneminde mutlaka anne sütü almış olmak, 

c. Üç yaş veya üç yaş altı olmak, 

d. Literatürde belirtilen kriterlere göre alerjik dermatit veya astım  tanısı 

almış  olmak (109, 110). 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Besiyerleri 

Bifidobakterilerin üretilmesi için kullanılan pek çok  seçici ve genel üretici  besi 

yerleri bulunmaktadır. Biz çalışmamızda Trypticase Phytone Yeast  (TPY) besi yerini 

seçici olmayan, genel üretici sıvı besi yeri olarak, modifiye Trypticase Phytone Yeast 

Agar(TPYA), modifiye Wilkins Chalgren Agar (WCA)  başta olmak üzere modifiye de 

Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) ve modifiye Coloumbia agar (DP Agar) besi 

yerlerini de seçici besi yerleri olarak kullandık. 

3.1.1.1. TPY (Trypticase Phytone Yeast) Sıvı Besi yeri   

Trypticase (Triptikaz)  (BBL)                    10 gr/L 

Phytone (Soya peptone)   (BBL)                             5 gr/L 
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Glikoz (Oxoid)                                   15g/L 

Yeast extract (Maya özütü) (Oxoid)                       2,5 gr/L 

Tween 80                              1ml/L 

L-Sistein HCl                        0,5 gr/L 

K2HPO4                                 2gr/L 

MgCl 6H2O                           0.5 gr/L 

Distile su   1000 ml 

 ZnSO47H2  0,25 gr/L 

CaCl2  0,15 gr/L 

FeCl3  3 gr/L 

Gerekli  malzemeler karıştırılıp az miktarda distile su içinde eritilip son hacim 

1000 ml’ye tamamlandı, son pH 6,5 – 6,8’e  ayarlandı ve tüplere 10’ar ml dağıtılıp 

ağızları pamuklanarak 121˚C’de  15 dakika  otoklavlandı (47, 54). 

3.1.1.2. Modifiye TPYA Besi yeri  

TPY besi yeri  yukarıda belirtilen malzemeler yanı sıra, katı besi yeri olarak 

kullanılacağı için 20g/L agar  ve aşağıdaki   malzemeler ilave edilerek modifiye edildi. 

Dikloksasilin sulu çözeltisi laktobasil  ve streptokokları inhibe etmek için kullanıldı  

(111). 

Hemin (5 mg/ml)                                   1 ml 

Vitamin K1 solüsyon (1mg/ml)                             1 ml 

Defibrine koyun kanı                                              50 ml 

Dikloksasilin (1mg/ml)                                                   2 ml /L 
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Hemin otoklavdan önce diğerleri otoklavlama işleminden sonra 45˚C’ye kadar 

soğutulmuş besiyerlerine  karıştırıldıktan sonra besi yeri,  petrilere 4 mm kalınlığında 

döküldü. 

 

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

 

Wilkins-Chalgren Agar (Oxoid)      42 g/L 

Tween 80                                                    5 ml/L 

Glikoz                                                         10 g/L 

Agar                                                            5 g/L 

L-Sistein HCl                                             0,5 gr/L 

Kanamisin (100 mg/ml)                              0,075 ml /L 

Distile su                                                     1000 ml 

Kanamisin dışındaki malzemeler karıştırılıp bir miktar  distile suda eritildi ve 

son hacim 1000 ml’ye tamamlandı, son  pH 6,5’e ayarlandıktan sonra, besi yeri 

121˚C’de 15 dakika otoklavlandı. 45˚C’ye kadar soğumuş besi yerine 0,075 ml 

kanamisin eklendi. Petrilere  4’er mm kalınlığında  döküldü (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 dışındaki malzemeler karıştırılıp distile su içinde erimesi sağlandı. 

Son hacim 1000 ml’ye tamamlandı, pH 6,8’e ayarladı. 121˚C’de 15 dakika 
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otoklavlandıktan sonra,besi yerinin 45˚C’ye kadar soğuması beklendi  ve dicloxacilin 

çözeltisi  eklendi. Petrilere 4’er mm kalınlığında  döküldü (111). 

3.1.1.5. DP Agar (Modifiye Columbia Agar) Besi yeri  

Columbia agar (Merck) 42 g/L                            

Glikoz     5g/L 

L- Sistein HCl                                            0,5 g/L 

Dikloksasilin(1mg/ml) 2 ml/L 

Propiyonik asit solüsyon     5 ml/L 

Antibiyotik dışındaki malzemeler karıştırılıp distile su içinde erimesi sağlandı. 

Son hacim 1000 ml’ye tamamlandı,  pH’nın  6,8 civarında olması sağlandı. 121˚C’de 15 

dakika otoklavlandıktan sonra 45˚C’ye kadar soğuması beklendi ve dikloksasilin 

çözeltisi  eklendi. Petrilere 4’er mm kalınlığında  döküldü (112). 

3.1.1.6. Çikolatamsı Agar Besi yeri  

Mueller Hinton  besi yeri                                        37 g                                 

Agar agar                                                           15 g 

Defibrine koyun kanı                                         50 ml 

Distile su                                                            1000 ml 

Mueller Hinton besi yeri, su ve  agar  karıştırılıp, ısıtılarak erimesi sağlandı. 

121ºC’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi, 45 ºC’ye kadar soğutulduktan sonra 

içine % 15 oranında defibrine koyun kanı ilave edildi. Kaynar suda 2 dakika tutuldu. 

İyice karıştırılıp 4 mm kalınlıkta olacak şekilde petri kutularına dağıtıldı. Çikolatamsı 

besi yeri üreyen muhtemel Bifidobacterium türlerinin izolasyonu aşamasında 

aerotolerans testi için kullanıldı.  
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3.1.2. Stok Solüsyonlar  

3.1.2.1. Hemin Stok Solüsyonu (5 mg/ml)  

Hemin                                                                 0,5 g 

NaOH ( 1N solüsyon)                                         10 ml 

Distile su                                                             90 ml 

Heminin 10 ml 1 N NaOH solüsyonunda çözünmesi sağlandı, 90 ml distile su 

ilave edildi  ve ışık geçirmeyen bir kap içerisinde buzdolabında saklandı. 

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

K1 vitamini (Sigma)                                           0,1 gr 

Saf etanol                                                            100 ml 

K1 vitamini saf etanol ile çözülerek hazırlandı. Por büyüklükleri  0,45 µm    olan  

(Orange Scientific)selüloz asetat membran yapıda mikrofiltrelerden süzülüp steril 

olması sağlandı ve +4 ˚ C’de, ışık geçirmeyen bir kap içerisinde   saklandı.  

3.1.2.3. Kanamisin Stok Solüsyonu (100 mg/ml) 

Kanamisin (Sigma)                                             1 g 

Steril fosfat tampon (pH=8 )                               10 ml 

Kanamisin pH 8 fosfat tamponda çözüldükten sonra, por büyüklükleri  0,45 µm    

olan  (Orange Scientific)selüloz asetat membran yapıda mikrofiltrelerden süzüldü ve 

enjektörlere 0,5’er ml dağıtılarak derin dondurucuda saklandı . 

3.1.2.4. Dikloksasilin Stok Solusyonu (1 mg/ml) 

Dikloksasilin                                                       10 mg 

Distile su (steril)                                                 10 ml 

Dikloksasilin distile su içinde çözüldükten sonra por büyüklükleri  0,45 µm    

olan  (Orange Scientific)   selüloz asetat membran yapıda mikrofiltreler ile süzüldü 1’er 

ml enjektörlere alınıp -20 ˚C’de saklandı. 
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3.1.2.5. PBS(Phosphate Buffered Saline- Sodyum Fosfat Tamponu )( pH=6,8) 

A Eriyiği=0,2 M monobazik sodyum fosfat stok çözelti: 

NaH2PO4.2H2O                     31,2 gr 

Saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak eritildi. 

B Eriyiği=0,2 M dibazik sodyum fosfat stok çözelti: 

Na2HPO4.2H2O                      28,39 gr 

Saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak eritildi. 

A çözeltisinden  51 ml, B çözeltisinden 49,0 ml karıştırılarak   pH=6,8’e  

ayarlandı. 

3.1.3. API 20-A Tanımlama Kiti ve Reaktifler 

BioMerieux firmasına ait API 20-A Anaerop bakteri tanımlama kiti, 16 şekerin 

fermentasyonunu, jelatin hidrolizini, eskülin hidrolizini, indol oluşumunu  ve üreaz 

varlığını enzimatik olarak saptayan ve 21  farklı testin yapılmasına olanak sağlayan bir 

sistemdir. 

API 20-A sistemini kullandıktan sonra sonuçların değerlendirilmesi aşamasında 

bromkresol mavisi (BCP), Ehrlich ayıracı (EHR), ksilol (XYL) reaktifleri ve mineral 

yağa ihtiyaç duyulmaktadır. Bu reaktifler kullanıma hazır olarak temin edildi. Bu 

sistemle besiyerlerimizde üreyen muhtemel Bifidobakteri türlerinin cins düzeyinde  ön 

tanımlaması yapıldı. 

3.1.4.  Bifidobekterilerin  PZR İle Tanımlanmasında  Kullanılan Malzemeler 

3.1.4.1. Çözelti ve Tamponlar  

Deoksinükleotid Trifosfat (dNTP set) 

Bu set(Jena bioscience ); dATP, dGTP, dCTP, dTTP karışımı içermektedir. 100 

mM konsantrasyonunda olan bu setten 10 mM  konsantrasyon sağlayacak şekilde 

hazırlandı. 

Taq DNA Polimeraz 

Taq DNA polimeraz(FJ Tag DNA Polimerase) 5 U/l olarak üretici firmadan  

alındı. İçeriğinde; Taq DNA polimeraz(5U/l ), 1 ml ambalajda 10xPZR buffer(10mM 

Tris-HCl(pH 8,8), 50mM KCl), 1 ml ambalajda MgCI₂(50 mM) mevcuttur.   
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Elektroforez Tamponu(10x TBE – Jel ve Tanklar İçin Tampon)  

Fc Biotek marka hazır olarak alındı. İçeriğinde: 

Tris baz  108 g 

Borik asit  55 g 

EDTA 0,5 M, Ph 8,0  40 ml 

            Deiyonize su      bulunmaktadır. 

 Etidyum Bromür  

Fisher Bioreagent marka 10 mg/ml  konsantrasyonda hazır olarak alındı. Distile 

suda manyetik karıştırıcı ile uzun sürede çözünmesi sağlandı. +4 °C’de ışıktan uzak 

muhafaza edildi.   

Yükleme Tamponu(Loading Buffer)  

Genoks marka hazır olarak alındı. İçeriğinde; 

Bromfenol mavisi  %0,25 

Gliserol  %30 

Bulunmaktadır. Hazırlanan tampon +4°C’de saklandı.   

Agaroz Jel Hazırlanışı 

%1,7 oranında agaroz jel hazırlamak için 1,7 g agar (Biomax) tartılarak üstüne 

100 ml 0,5X TBE tamponu eklendi. Mikrodalgada 750 watta eriyinceye kadar ısıtılarak 

jel eritildi. Yaklaşık 50 ˚C’ye soğutulduktan sonra içine 4 l etidyum bromür ilave 

edildikten sora yürütme tablasına döküldü ve taraklar yerleştirilerek soğuyup 

katılaşmaya bırakıldı. 

3.1.4.2. Primerler 

Çalışmamızda Bifidobacterium cinsine ait yedi  farklı  tür-spesifik primer 

kullanılmıştır (Tablo 3-1). 
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Tablo  3-1: Multipleks PZR çalışmasında kullanılan  7 farklı  primerin   özellikleri-

Matsuki (113)’den. 

Türe 

spesifik 

primer 

Baz dizilimi Uzunluk  mol Ürün 

boyutu(bp) 

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 

Bibıf-1 CCACATGATCGCATGTGATTG 21 200nmol 278 

Bibıf-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA 19 200nmol 

Biınf-1 TTCCAGTTGATCGCATGGTC 20 200nmol 828 

Biınf–2 GGAAACCCCATCTCTGGGAT 20 200nmol 

Bicatg-1 CGGATGCTCCGACTCCT 17 200nmol 285 

  Bicatg-2 CGAAGGCTTGCTCCCGAT 18 200nmol 

Pseu1 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, Bibıf-1 ve Bibıf-2: Bifidobacterium bifidum, Biınf-1 ve Biınf-2: Bifidobacterium infantis, 

Bicatg-1 ve Bicatg-2: Bifidobacterium catenulatum grup, Pseu1 f ve Pseu2 r: Bifidobacterium pseudocatenulatum. 

 

3.2. Yöntemler 

 Çalışmamızda numune alımından Bifidobakteri türlerinin PZR  ile 

tanımlanmasına kadar olan aşamalarda kullandığımız yöntemler aşağıda özetlenmiştir.  

Hastalara ait bilgilerin yer aldığı formların doldurulması 

Hastalardan örnek toplanması ve laboratuvara getirilmesi 

Spesifik besi yerlerine ekim ve Anaerop  ortamda inkübasyon 

Bifidobacterium cinsinin  izolasyonu ve tanımlanması 

3.2.1. Hastalara Ait Bilgilerin Yer Aldığı Formların Doldurulması 

 Çalışmamızda İstanbul Üniversitesi Tıbbi Etik Kurul Yönergesi’ne göre 

hastaların yasal temsilcilerinin bilgilendirilmiş onayları alındı. Dışkı numunesi alınan 

alerji polikliniğine ve  infeksiyon servisine  gelen çocukların yakınlarından alınan  

bilgilerle   hastalara ait formlar  dolduruldu. Bu formlarda çocukların yaş, cinsiyet, alerji 

şikayetleri ve şikayetin  ne zaman başladığı, yapıldı ise total ve spesifik IgE ölçümleri, 

deri testleri sonuçları, antibiyotik kullanımları, doğum şekilleri, doğumu takiben anne 

sütü alım süreleri ve ailede alerjik birey varlığı, kabızlık veya ishal rahatsızlıklarının 

olup olmadığı yer aldı. (Form  1) 
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3.2.2. Hastalardan Örnek Toplanması ve Laboratuvara Getirilmesi 

 Örnek toplama aşamasında hastalardan gaita  örnekleri  plastik dışkı toplama 

kaplarında alındı  ancak  çocuk bezlerinden alınması gereken örnekler, bezden derhal 

plastik gaita kaplarına  aktarıldı. Gaita numuneleri TPY besi yerine aktarılarak, anaerop 

jar içinde , anaerop ortamda laboratuvara getirildi. Taze olarak TPY besi yerine  

aktarılamayan örnekler  ise oksijensiz ortamda +4˚C’de saklanarak en geç  24 saat 

içinde işleme alınmaları sağlandı (114). 

3.2.3.   Anaerop  Ortamın Sağlanması ve İnkübasyon 

Laboratuvara TPY  sıvı besi yerinde   gelen örnekler, anaerop jarlarda   anaerop 

ortam sağlayıcılar (Oxoid Anaerogen
TM

, BD GasPak  EZ Anaerobe Container 

System)ile  37 ˚C’de 48 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası TPY besi yerlerinden 

Bifidobakteri üretimi için 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 yapıldı. 

3.2.4. Bifidobakterilerin Tanımlanması 

3.2.4.1. Gram Boyama ve Aerotolerans Testi 

 Anaerop ortamda 72 saat inkübe edilen  petriler açıldı ve farklı morfolojideki 

koloniler incelenerek not edildi. Her farklı  koloniden preparasyon hazırlanarak Gram 

boyama yöntemi ile boyandı ve boyanma özellikleri  not edildi. Mikroskobik inceleme 

sonucunda Gram pozitif çomak görünümünde olan bakteri kolonileri  aerotolerans 

testine tabi tutuldu. Bunun için kolonilerden hem mWCA, mTPY, mMRSA VE DP 

besiyerlerine hem de çikolatamsı besi yerine pasajlar alındı. mWCA, mTPY, mMRSA 

ve DP besiyerleri anaerop ortamda  37 ˚C’de 48 saat inkübe edildi, çikolatamsı agarlar 

ise 24 saat 37 ˚C’de tutuldu. Bu test sonucunda aerop ortamda üremeyip anerop ortamda 

üreyen kolonilerin  tekrar Gram morfolojileri incelendi ve Gram pozitif sporsuz çomak 

görünümünde olanlar ileri çalışmalar için ayrıldı. 

3.2.4.2. Api 20-A Kiti İle Tanimlama 

BioMérieux firmasına ait API 20-A test stripleri ile identifikasyon yapmak için 

anaerop şartlarda üretilen, katalaz negatif, Gram pozitif sporsuz çomakların 48 saatlik 

kültürleri  kullanıldı.  API 20-A hazırlanırken, bir eküvyon aracılığı ile üremiş, saf 

olduğuna  emin olunan koloniler alındı  ve kit içinde mevcut olan  sıvı besi yeri  
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içerisine  bulanıklık 3 McFarland’a eşit olacak şekilde aktarıldı. Steril bir enjektör ile 

hazırlanan inokulumdan APİ şeridindeki kuyucuklara önerilen miktarlarda dağıtılarak, 

yine önerilen kuyucuklar mineral yağ ile kapatıldı.  API 20-A şeritleri kıvrılıp petri 

kutularına  konuldu ve kapakları kapatıldı. Anaerobik jarda, 35-37°C’de 48 saat inkübe 

edildikten sonra jardan çıkartılan API 20-A şeridinde, karbonhidratlara etki, indol ve 

üreaz aktiviteleri için belirtilen kuyucuklara reaktifler damlatılarak renk değişimlerine 

bakıldı. API 20-A kataloğundaki kriterlere göre Bifidoacterium spp. olarak tanımlandı 

(Tablo 3-2). 

Tablo  3-2: APİ 20 A kitinde Bifdobakterilere ait biyokimyasal  özellikler* 
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Bifidobacterium spp 1  0 40 91 20 91 25 0 35 0 99 0 0 

Bifidobacterium spp 2 45 99 99 85 10

0 

75 50 99 0 99 0 0 

*Rakamlar suşların testlere pozitif verme yüzdelerini göstermektedir.  

 

3.2.4.3. PZR ile Tanımlama 

PZR çalışmaları için  farklı besiyerlerinde  üreyen ve cins düzeyinde tanımlanan  

kökenlerden  PBS içine hazırlanan yaklaşık 3 Mc Farland’lık bakteri süspansiyonları  

1.5 ml’lik 2 ependorfa her birine  1’er ml olacak şekilde aktarıldı. Aynı zamanda bu  

kolonilerden  vida kapaklı boncuklu suş saklama tüpleri içine 1 ml kaymağı alınmış süt  

konularak saklandı , stok kökenler önce -20 ˚C’ye daha sonra -70 ˚C’e kaldırıldı. 
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 DNA İzolasyonları  

PZR  çalışmamız için  çok sayıda mikroorganizma içeren gaita örnekleri yerine 

bu örneklerin anaerop kültüre alınmasıyla elde edilen  kolonilerden veya  üretilen  

kolonilerin PBS ile hazırlanmış süspansiyonlarından aynı zamanda içinde numune 

bulunan seçici sıvı TPY besi yerinde üremiş bakterilerden  DNA izolasyonu yapıldı. 

DNA izolasyonu için FC Biotek firmasına ait izolasyon kiti kullanıldı ve kit 

çalışma protokolü takip edildi. Buna göre  

1. PBS içindeki bakteri süspansiyonu 14.000 rpm’de santrifüj edildi, süpernatan 

kısmı atılarak pellet üzerine  800 µl kit içerisindeki solusyon 1 eklenmiş ve vorteksleme 

işlemi ile kolonilerin lizisi sağlandı. Ardından 15-20 µl iyice vortekslendi solusyon 4 

eklendi, bu  karışım da 10 sn vortekslenerek homojenize olması sağlandı, oda 

sıcaklığında alt üst edilerek 5 dk bekletildi. 

2. 4000 rpm ‘de 1 dk’lık santrifüj işleminden sonra süpernatan atıldı ve pellet 

üzerine 800 µl solusyon 2 eklendi. Yine pelletin solusyon içinde iyice çözülmesi için 

hafifçe  vorteksleme işleminden sonra 1 dk 4000 rpm’de santrifüj edildi. 

3. Süpernatan atıldıktan sonra pellet üzerine tekrar 2. işlem tekrarlandı  ve 4000 

rpm ‘de 1 dk santrifüj edildi. 

4. Süpernatan kısmı atıldıktan sonra bu sefer pellet üzerine 1000 µl solusyon 3 

eklendi, pelletin çözülmesini takiben 1 dk santirüj işleminden sonra bu işlem 

tekrarlandı. 

5. En son 10.000 rpm’de santrifüj edildikten sonra süpernatan yine atıldı ve 

pelletin oda sıcaklığında 15 dk kadar    kuruması beklendi. 

6. Kuruyan pellet üzerine 50- 100 µl distile su eklendi ve pellet hafifçe 

vortekslenerek 5 dk oda sıcaklığında bekletildi.  

7. 10. 000 rpm’de 1 dklık  santrifüj işleminden sonra  bu kez süpernatan alındı , 

temiz bir ependorfa aktarıldı ve PZR analizleri için -20 ˚C’ye kaldırıldı.  
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DNA Amplifikasyonu 

Örnekler Thermal Cycler’a  aşağıda verilen miktarlarda karışım hazırlanarak 

yerleştirildi (Tablo 3-3). 

 

Tablo  3-3: PZR karışımı hazırlanmasında kullanılan maddelere ait miktarlar 

Bileşen Miktar Son konsantrasyon 

DNAz-RNAz içermeyen su 36,75 l - 

dNTP karışımı   1,0 l  
200 µM 

Bifido primerler R 1,0 l  
0,4 µM 

Bifido Primerler F 1,0 l  0,4 µM 

10x Taq Buffer  10x Taq Buffer  
1x 

MgCI₂ 2,0 l  2 mM 

Taq DNA Polimeraz  0,25 l  
1,25 U 

Toplam 47 l  

Örnek DNA’sı 3 l  

Toplam reaksiyon hacmi 50 l  

 

 

  

Amplifikasyon ABI 9700 Thermal Cycler’da gerçekleştirildi(Applied 

Biosystems, CA, USA) ve tablodaki PZR programı uygulandı (Tablo 3-4). 

PZR Ürünlerinin Görüntülenmesi 

Amplifikasyon sonrası PZR ürünleri yatay agaroz jel elektroforezi ile incelendi. 

Bu amaçla elektroforez tamponu 0,5X TBE tamponu olacak şekilde dilüe edildi ve 

tanka yüklendi. Ayrıca  %1,7 oranında hazırlanmış olan agaroz jel elektroforez 

tanklarına yerleştirildi. 10 μl DNA örneği %1’lik yükleme tamponu ile karıştırılıp 

elektroforez tanklarına yerleştirildi.  Her yürütülen ürün grubuna elde edilen bantların 

büyüklüğünü karşılaştırmak için 50-1000bp arası (bp: base pair (baz çifti) size marker 

(Genoks) kullanıldı. 130 V’da 30-45 dakika(Minnie. The. Gel. CicleHE 33, Hoefer 

Scientific Instruments, San Fransisco) yürütüldükten sonra UV translüminatör (Model 
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Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D) altında incelendi ve araştırılan bantlar değerlendirilerek 

pozitif kontrollere göre yorumlandı. 

 

Tablo  3-4: Multipleks PZR programı 

Aşama  Sıcaklık Süre(dakika) Tanım 

1. Bekleme  94 
o
C 05.00  Denatürasyon 

2. PZR 

94 
o
C 00.20 

35 döngü PZR ile 

çoğaltma 
55 

o
C 00.20 

72 
o
C 00.30 

3. Bekleme 72 
o
C 05.00 Uzaması 

tamamlanmamış 

ürünlerin 

tamamlanması 

4. Bekleme 4
 o
C Sonsuz Yürütme aşamasına 

kadar saklamak için 

 

3.2.5. İstatistikler 

Sonuçların istatiksel olarak değerlendirilmesinde McNemar testi kullanılmıştır. 

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Bu test, sağlıklı çocukların bağırsak 

florasında bulunan bifidobakteri türleri ile alerjik dermatit veya astım tanısı almış 

çocukların bağırsak florasındaki bifidobakteri türlerini kıyaslamak amacı ile 

kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

Tablo  4-1: Astım veya Alerjik dermatit tanısı almış hastaların yaş ve cinsiyete göre 

dağılımı 

HASTALAR 

YAŞ 

0-1 

YAŞ 

1-2 

YAŞ 

2-3 

Erkek hasta  21 9 19 

Kız hasta 16 11 24 

Toplam 

hasta 
37 20 43 

 

Çalışmaya dahil ettiğimiz hastalar yaş ve cinsiyet bakımından incelendiğinde 2-

3 yaş grubu hastalarımızın (43),  diğer yaş gruplarındaki hastalardan daha  fazla olduğu 

görülmektedir. Ayrıca, tablo ve grafikten anlaşılacağı gibi, numunelerin toplandığı 

erkek hastaların en fazla 0-1 yaş grubunda (21), kız hastaların  ise  en fazla 2-3 yaş 

grubunda (24) olduğu görülmüştür (Şekil 4-1 ve Tablo 4-1). 

 

Tablo  4-2: Sağlıklı çocukların yaş ve cinsiyet  dağılımı 

ÇOCUK  SAYISI 

0-1 

YAŞ 

1-2 

YAŞ 

2-3 

YAŞ 

Erkek çocuk sayısı 19 21 15 

Kız çocuk sayısı 13 17 15 

Toplam çocuk sayısı 32 38 30 

 

Çalışmaya dahil ettiğimiz sağlıklı çocuklar yaş ve cinsiyet bakımından 

değerlendirildiğinde, sağlıklı çocuk grubumuzun en fazla 1-2 yaş grubundaki (32) 

çocuklardan oluştuğu görülmektedir. Ayrıca, tablo ve grafikten anlaşılacağı gibi, 
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numunelerin toplandığı sağlıklı erkek (21) ve sağlıklı  kız çocukların (17) en fazla  1-2   

yaş grubundaki çocuklardan oluştuğu  gözlenmiştir (Tablo 4-2 ve Şekil 4-2).   

 

 

            

             Şekil  4-1: Astım veya alerjik dermatit tanısı almış hastaların yaş ve cinsiyetlere   

göre dağılım grafiği 

 

  

              Şekil  4-2: Sağlıklı çocukların yaş ve cinsiyet dağılım grafiği 
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             Şekil  4-3: Astım /Alerjik dermatit /Hem astım hem de alerjik dermatit tanısı almış 

hastaların cinsiyete göre dağılım grafiği 

 

Tablo  4-3: Astım /Alerjik dermatit /Astım+Alerjik dermatit  tanısı almış hastaların 

cinsiyete göre dağılımı 

 

HASTALAR 

 

ASTIM TANISI 

ALMIŞ HASTALAR 

 

sayı 

ALERJİK 

DERMATİT 

TANISI ALMIŞ 

HASTALAR 

sayı 

ALERJİK 

DERMATİT VE 

ASTIM TANISI 

ALMIŞ HASTALAR 

Sayı 

Kız Hastalar 33 13 5 

Erkek Hastalar 34 11 4 

Toplam Hasta  67 24 9 

 

Çalışmamıza dahil edilen hastalar, hastalık tanılarına göre gruplandırıldığında, 

astım tanısı almış  hastaların sayıca diğer hastalardan daha fazla olduğu (67 hasta), bunu 

24 hasta ile alerjik dermatit tanısı almış hasta grubunun izlediği, astım ve alerjik 

dermatit tanısını birlikte  almış hastaların sayısının (9 hasta) ise en düşük sayılı hasta 

grubumuzu oluşturduğu gözlenmiştir. Her bir hasta grubunda  kız ve erkek hasta 

sayısının, birbirine oldukça yakın olduğu görülmektedir.  (Tablo 4-3 ve Şekil 4-3) 
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Bifidobacterium cinsi bakterilerin üretiminde kullandığımız besiyerlerinin 

hepsinden kültür sırasında benzer verim alamadığımızı gözlemledik. Kullandığımız 

besiyerlerinden mWCA ve  mTPY, kökenlerimizin en iyi  ürediği  besiyerleri (sırasıyla 

%83,3 ve %81,25) olmuştur. Buna karşın, L-sistein içermeyen selektif mMRS besi 

yerinde kökenlerimizin ancak %50 si,  DP besi yerinde ise  kökenlerimizin ancak 

%16,6’sı üremiştir. Sıvı bir besi yeri olan TPY besi yeri transport amaçlı kullanıldığı 

için üretim performansı belirtilmemiştir (Şekil 4-4). 

 

               

            Şekil  4-4: Anaerop kültürde üretilen toplam 306 Bifidobakteri  kökeninin 

kullanılan  besiyerlerinde üreme oranı. 

 

Bifidobakterilerin kültür ve tanımlanması sırasında anaerop kültür ile 

üretilebilen ve tanımlanabilen  bifidobakteri kökenleri ile transport için kullandığımız  

sıvı (TPY) besi yerinden   multipleks PZR yöntemi  ile saptanabilen kökenler arasında 

farklılıklar olmuştur. Anaerop kültürde üretip API 20-A ile cins düzeyinde bifidobakteri 

olarak saptadığımız halde  multipleks PZR için  kullandığımız elimizdeki primerler ile 

tür düzeyinde tanımlama yapamadığımız 10 hasta çocuk numunesine ait 14 köken ve 4 

sağlıklı çocuk numunesine ait 5 köken saptanmıştır (Tablo 4-4). 
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Tablo  4-4: Anaerop kültürde üretilebilen  ancak  multipleks PZR için kullandığımız 

primerler ile  tür düzeyinde tanımlanma  yapılamayan numune ve köken  sayısı           

Numune sayısı Köken sayısı 

Hasta çocuk numunesi    (10) 14 

Sağlıklı  çocuk numunesi (4) 5 

 

Bunun yanı sıra Anerop kültürde katı besi yerinde üretemediğimiz halde 

transport için kullandığımız sıvı (TPY) besi yerinden  yapılan DNA izolasyonu ile 

PZR’da saptadığımız hasta çocuk numunelerine ait 41 köken ve sağlıklı çocuk 

numunelerine ait 47 köken  saptanmıştır (Tablo 4-5). 

 

Tablo  4-5: Anerop kültürde katı besi yerinde üretilemeyen ancak  PZR tekniği  ile  

Bifidobacterium spp saptanan numune  ve köken sayısı* 

Numune sayısı Köken sayısı 

Hasta çocuk numunesi       (17) 41 

Sağlıklı çocuk numunesi    (23) 47 

*Sıvı  transport TPY besi yerinde bulunan numuneden yapılan DNA izolasyonu sonucu izole edilmiştir. 

 

Anaerop kültür için kullandığımız katı besiyerlerinde ve transport besi yerinde 

herhangi bir üreme kaydedemediğimiz bunun yanında  multipleks PZR yöntemi ile de 

herhangi bir bifidobakteri türü tespit edemediğimiz 7  hasta çocuk numunesi de 

belirlenmiştir (Tablo  4-6). 

Tablo  4-6: Anerop kültürde katı besi yerinde üretilemeyen ve  PZR  tekniği ile  

Bifidobacterium spp saptanamayan numune sayısı 

Hasta çocuk  numunesi 7 

Sağlıklı çocuk numunesi 0 

Toplam çocuk numunesi 7 
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             Şekil  4-5: mWCA besi yerinde üreyen farklı  morfolojide Bifidobakteri kolonileri.   

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

 

             

            Şekil  4-6: mWCA besi yerinde üreyen besi yeri zemini kaplamış halde 

kahverenkli Bifidobakteri kolonileri. 
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               Şekil  4-7: Bir hasta çocuğun gaita numunesinden, anaerop şartlarda ürettiğimiz    

farklı morfolojideki Bifidobacterium türlerinin Gram preparasyondaki görünümü. 

1-Bifidobacterium spp 1, 2- Bifidobacterium spp 2 

 

             

              Şekil  4-8: Bir hasta çocuktan izole ettiğimiz Bifidobakteri suşu ile yapılan Apı 20-

A testi sonuçları. 
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APİ 20-A kiti  Bifidobacterium spp 1 ve Bifidobacterium spp 2’yi 

tanımlamaktadır. Bu 2 tür B.adolescentis 1 ve B.adolescentis 2  kökenlerine karşılık 

gelmektedir. Diğer Bifidobakterilerin APİ 20-A kiti ile tür düzeyinde tanımlanma 

imkanı olmadığından, Bu kit ürettiğimiz kökenlerin Bifidobacterium cinsi olup 

olmadığının belirlenmesi  ve B.adolescentis’in ön tanısı için kullanıldı. 

Elde ettiğimiz PZR verilerine göre sağlıklı çocukların numunelerinden en 

yüksek oranda  izole ettiğimiz tür B. pseudocatenulatum   olmuştur (%52). Bunu 

sırasıyla B. breve (%50), B. bifidum (%48), B. catenulatum grup(%35), B. longum 

(%31) ve B. adolescentis (%7) izlemiştir. B. infantis ise  sağlıklı çocuklardan en düşük 

oranda izole edilen tür olmuştur (%5). Astımlı çocuklardan izole ettiğimiz türler 

incelendiğinde en fazla izole edilen tür B.breve olarak görülmektedir (%41.79). Bunu 

%40,29’luk oranla B. bifidum, %37,31’lik oranlarda B.pseudocatenulatum ve 

B.catenulatum grup izlemektedir. En az izole edilen türler alerjik dermatitli çocuklardan 

elde edilen izolasyon oranlarına yakın % 10,44 lük oranla B.longum, %2,98 lik oranla 

B.infantis ve % 1,49 luk oranla B.adolescentis izlemektedir. Bu oranlar sağlıklı  

çocuklardaki türlerin oranlarıyla kıyaslandığında, B.longum ve B.adolescentis astım 

tanısı almış çocuklarda istatistiksel olarak anlamlı  düzeyde azalmaktadır 

(p<0,05)(Tablo 4-7). 

 

              

                Şekil  4-9: Astımlı hasta çocuklardan izole edilen Bifidobacterium  kökenlerinin 

sağlıklı çocuklardakine  göre dağılım oranları  (%). 
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Elde ettiğimiz PZR sonuçlarına göre alerjik dermatitli hasta çocuklardan en 

yüksek oranda  izole edilen türün B. breve (%29,16) olduğu görülmektedir (Şekil 4-10). 

Bunu sırasıyla B. bifidum (%16,6), B. catenulatum grup (%8, 33) ve eşit oranlarla B. 

longum, B adolescentis ve B. peudocatenulatum (%4,16)  izlemiştir. B. infantis ise 

alerjik dermatitli çocuklardan hiç izole edilememiştir.  Bu oranları sağlıklı çocuklardan 

izole ettiğimiz oranlarla kıyaslarsak en fazla fark B. longum türünde görülmektedir. B. 

longum sağlıklı çocuklarda %31 oranında tespit edilirken alerjik dermatitli çocuklarda 

bu oran %4,16 olarak görülmektedir. B. pseudocatenulatum, B. bifidum ve B 

catenulatum grup’un da alerjik dermatitli çocuklarda sağlıklı çocuklara nazaran 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azaldığı görülmektedir (p<0,05) (Tablo 4-7).  

PZR sonuçlarına göre hem astım hem alerjik dermatit tanısı almış 9 çocuktan  

izole edilen türler içinde tek bir türün diğerlerine baskın oranda olduğu 

gözlenmemektedir. B. longum, B. breve, B. bifidum ve B. pseudocatenulatum türleri bu 

grupta %33,33 lük oranla en fazla izole edilen türler olmuştur.  B. catenulatum grup ise 

%22,22’ lik oranla bunları izlerken B. infantis ve B. adolescentis türlerinin her ikisi de 

%11,11’ lik oranla en az izole edilen türler olmuştur. Sağlıklı çocuklardan izole edilen 

türler ile hem astım hem de alerjik dermatit tanısı almış çocuklardan izole edilen türler 

arasında kıyaslama yapacak olursak en yüksek farkın B. pseudocatenulatum türünde 

olduğu görülmektedir. Sağlıklı çocuklarda bu tür  %52 oranında tespit edilirken hem 

astım hem de alerjik dermatit tanısı almış çocuklarda bu oran %33,33 olarak 

bulunmuştur. Sağlıklı çocuklardan izole edilen türler ile  hem astım hem alerjik dermatit 

tanısı almış çocuklardan izole edilen türler arasında istatistiksel bir fark olup olmadığı 

bu gruptaki hasta sayısı az olduğundan araştırılmamıştır (Tablo 4-7). 
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             Şekil  4-10: Alerjik  dermatitli  hasta  çocuklardan  izole     edilen    Bifidobacterium  

kökenlerinin, sağlıklı çocuklardakine  göre dağılım oranları  (%). 

    

 

 

              Şekil  4-11:  Hem alerjik dermatit hem de astım tanısı almış hasta çocuklardan 

izole edilen Bifidobacterium  kökenlerinin,  sağlıklı çocuklardakilere  göre dağılım 

oranları  (%). 
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                Şekil  4-12: Multipleks PZR tekniği ile saptanan Bifidobacterium catenulatum 

grubuna ait gen bölgesinin agaroz jelde görünümü. M: marker, (-): Negatif kontrol, 

Pozitif örnekler: 34- 39, 41, 43- 49, Negatif örnekler: 33, 40, 42, 50. DNA ladder 100 bp, PZR ürünü 285 

bp. 

 

             

              Şekil  4-13: Multipleks PZR tekniği ile saptanan B. pseudocatenulatum’a ait gen    

bölgesinin agaroz jelde görünümü. M: marker, (-): Negatif kontrol, Pozitif örnekler: 33-36, 38-

43, 45-50 Negatif örnekler: 37, 44; DNA ladder 100 bp, PZR ürünü 200 bp. 

 

 

                Şekil  4-14: Multipleks PZR tekniği ile saptanan B. bifidum’a ait gen   bölgesinin 

agaroz jelde görünümü. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif örnekler: 20-23, 26, 28, 31, 32. 

Negatif örmekler: 24, 25, 27, 29, 30, 33; DNA ladder 100 bp, PZR ürünü 278 bp.  
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                Şekil  4-15: Multipleks PZR tekniği ile saptanan B. longum’a ait gen bölgesinin 

agaroz jelde görünümü. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif örnekler: 33, 34, 38-40, 43, 45, 48  

Negatif örmekler: 35-37, 41, 42, 44, 46, 47, 49, 50; DNA ladder 100 bp, PZR ürünü 831 bp.  

 

             

                Şekil  4-16: Multipleks PZR tekniği ile saptanan B. adolescentis’e ait gen 

bölgesinin agaroz jelde görünümü. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif örnekler: 34,40  

Negatif örmekler: 33, 35-39, 41-50; DNA ladder 100 bp, PZR ürünü 279 bp.  

 

 

               Şekil  4-17: Multipleks PZR tekniği ile saptanan B. infantis’e ait gen bölgesinin 

agaroz jelde görünümü. M: marker,(-): Negatif kontrol, Pozitif örnekler: 39  Negatif örmekler: 33-

38, 40-50; DNA ladder 100 bp, PZR ürünü 828 bp. 
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Tablo 4-7:PZR ile izole edilen Bifidobakteri türlerine ait kökenlerin hasta gruplarına göre dağılım oranı (%) 

P1: Astımlı hasta çocuklar ile sağlıklı çocuklar arasında Bifidobacterium türlerinin istatistiksel durumu. 

P2:Alerjik dermatitli çocuklar ile sağlıklı çocuklar arasında Bifidobacterium türlerinin istatistiksel durumu. 

Bifidobakteri 

türleri 

Toplam  

saptanan 

Bifidobakteri 

kökenleri 

100 Sağlıklı 

çocukta 

saptanan  

kökenler 

(%) 

67 Astımlı hasta 

çocukta 

saptanan  

kökenler 

 (%) 

24 Alerjik 

dermatitli 

hasta çocukta 

saptanan  kökenler 

(%) 

9 Astım+A.dermatitli 

hasta çocukta saptanan  

kökenler 

 

(%) 

 

p1 p2 

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 

gru   grup 

64 35(35) 25(37,31) 2(8,33) 2(22,22) p>0.05 P<0.05 
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5. TARTIŞMA 

Bağırsak florasının en önemli bakterileri arasında yer alan Bifidobacterium 

türleri ile ilgili araştırmalara son yıllarda ağırlık verildiği bu bakterilerin pek çok 

araştırmaya konu olmasıyla görülmektedir. Bazı araştırmalarda insanda oluşan  

fizyolojik düzensizlikler  ve enfeksiyon hastalıkları,  insan bağırsak mikroflorasındaki 

bifidobakteri ve laktobasillerin sayısındaki azalma ile  ilişkilendirilmiştir (26, 28, 114, 

115). Son yıllarda alerjik hastalıklarla bifidobakteri türleri arasında  ilişki kurulabileceği 

üzerinde durulmuş ve kapsamlı araştırmalar yapılmıştır. Bjorksten B. ve ark. (28)’nın  

alerjik hastalıkların yüksek olduğu İsveçli çocuklar ile alerjinin düşük görüldüğü 

Estonya’lı çocukların intestinal florasının farklı olduğunu bildirmesinden sonra, 

intestinal floranın düzenlenmesi ile alerjik hastalıkların sıklığının ve şiddetinin 

azaltılması olasılığı doğmuş ve buna paralel  olarak probiyotiklerin  yaygın kullanım 

alanlarından biri de alerjik hastalıklar olmuştur. 

Yapılan araştırmalarda alerjik hastalar, bağırsak florasının henüz gelişme 

aşamasında olduğu iki yaş ve altı çocuklardan seçilmiştir. Çevresel faktörlere bağlı 

olarak alerji belirtilerinin ortaya çıkmasıyla bağırsak florasındaki bifidobakteri türleri 

belirlenerek elde edilen sonuçların aynı yaş grubunda sağlıklı çocuklarınki ile 

karşılaştırılmasına gidilmiştir (26, 28, 114, 115). 

Araştırmamız, kaynaklar ışığında üç yaş  ve altını kapsayan hastalar ve sağlıklı 

çocuklar ile yapılmıştır.  Alerjik hastalar ve Bifidobacterium ilişkili  çalışmalarda 

hastaların  cinsiyeti  ile ilişkili  bir  bağlantı rastlanmadığından  çalışmamıza   dahil 

edilen  hastaların cinsiyeti  rastgele seçilmiştir. Hasta grubumuzun %51’ini kız çocuklar 

ve %49’unu erkek çocuklar oluşturmaktadır. 

İnsanda bağırsak florasının büyük bölümü anaerop bakterilerden oluşmaktadır. 

Küçük çocuklarda özellikle anne sütü ile beslendikleri dönemde bağırsakta bulunan 

Bifidobacterium oranının %90’lara ulaştığı 2005 yılında Harman ve Knol (116) 

tarafından bildirilmiştir. Smehilova ve ark. (26) 2008 yılında sağlıklı çocukların 

%82’sinde kültür yöntemiyle bağırsakta Bifidobacterium varlığını  göstermişlerdir. 

Walligora-Dupriet ve ark. (25) 2011 yılında 2 yaş altı sağlıklı çocuklarda bağırsak 

Bifidobacterium oranını %95 olarak bulmuşlardır. Ülkemizde küçük çocuklarda 

bağırsak florasında bifidobakterilerin diğer anaeroplara göre oranını belirtir bir veriye 
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rastlayamadık. Özellikle çocukluk yaşlarında bağırsak florasında bifidobakterilerin 

yüksek oranda bulunmasına karşın bu bakterilerin anaerop kültürlerle üretimi oldukça 

zordur.  Pek çok araştırıcı bifidobakteri türlerinin üretimi ve tür düzeyinde tanımına 

yönelik çalışmalarında gerek selektif gerekse non-selektif besiyerlerine ihtiyaç 

duymuştur (25, 47, 111, 112). Hadadji ve ark. (117) 2005 yılında yaptıkları araştırmada 

bifidobakterileri üretmek için TPY agarı kullanmışlardır. Aynı şekilde 1990 yılında 

Sozzi ve ark. (111) TPY  ve MRS agarı dikloksasilin ilavesiyle modifiye ederek 

kullanmışlardır. Harman ve Knol (116) çalışmalarında bifidobakteri türlerini 

üretebilmek için mMRS sıvı besi yerini, 2011 yılında Walligora-Dupriet ve ark. (25) 

kanamisin, L sistein ve Tween 80 ile selektif hale getirilmiş WCA agar besi yerini 

kullanmışlardır.  Bonaparte ve ark. (112) ise bifidobakteri üretimi için 1997 yılında 

dikloksasilin ve propiyonik asit ile zenginleştirilmiş DP agarı kullanmışlardır.  Biz 

çalışmamızda bu dört agarın hepsini bir arada kullanarak bifidobakterileri üretmeye 

çalıştık ancak çalışmanın ilerleyen dönemlerinde DP agar ve mMRS agarda aldığımız 

verimin mTPY ve mWCA’ya göre oldukça düşük olduğunu gördük bu nedenle benzer 

araştırmalarda bifidobakteri  üretimi için  mTPY agar veya mWCA agarın 

kullanılmasında yarar olacağı kanaatindeyiz.   

Son yıllarda bağırsakta, fekal florada bulunan Bifidobacterium türleri ile bazı 

hastalıklar arasında ilişki olabileceği düşünülmüş ve bu yönde araştırmalara 

başlanmıştır (25, 26, 28, 115). Smehilova ve ark. (26) 2008 yılında sağlıklı çocukların 

bağırsak mikroflorası ile alerjik koliti olan çocukların bağırsak mikroflorasını 

bifidobakteriler yönünden karşılaştırmış ve sağlıklı çocuklarda Bifidobacterium  

longum’un %54’lük oranla en üst sırada yer aldığını ve bu türü sırasıyla  %20’lik oranla 

Bifidobacterium adolescentis, %18’lik ve %16’lık oranlarla Bifidobacterium breve ve 

Bifidobacterium bifidum’un ve %1’lik oranla Bifidobacterium pseudocatenulatum’un 

izlediğini göstermiştir. Bununla birlikte alerjik kolitli çocuklarda toplam bifidobakteri 

oranında azalma olduğunu belirtmiştir. He F (115) 2001 yılında sağlıklı çocukların 

bağırsak florasında Bifidobacterium  bifidum’un en yüksek oranda izole edilen bakteri 

olduğunu, bunu Bifidobacterium infantis ve Bifidobacterium adolescentis’in takip 

ettiğini göstermiştir. Hadadji ve ark. (117) 2005 yılında sağlıklı çocukların bağırsak 

florasında Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium 

bifidum’un çoğunlukla yer aldığını belirtmişlerdir. Son olarak 2011 yılında Walligora-

Dupriet (25) 2 yaş altı sağlıklı çocuklarda Bifidobacterium breve’i  hem hasta hem de 
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sağlıklı çocuklarda yüksek sayıda izole etmiştir. Bifidobacterium longum ise hasta 

çocuklarda sağlıklılara nazaran daha fazla izole edilmiştir. Aynı araştırmacılar sağlıklı 

çocuklarda, alerjik dermatitlilere nazaran Bifidobacterium bifidum’un daha fazla 

bulunduğunu belirtmişlerdir. Biz araştırmamızda sağlıklı çocukların bağırsaklarında 

Bifidobacterium pseudocatenulatum başta olmak üzere Bifidobacterium breve ve 

Bifidobacterium bifidum’u diğer türlere kıyasla sırasıyla  %52, %50, %48 oranlarıyla 

daha fazla sayıda ürettik. Bu oranları %35’lik oranla Bifidobacterium catenulatum grup 

ve Bifidobacterium longum takip etti (%35 ve %31). Sağlıklı çocuklarda en düşük 

oranda tespit ettiğimiz türler Bifidobacterium adolescentis (%7) ve Bifidobacterium 

infantis  (%5) olmuştur. Çalışmamızın sağlıklı çocuklar yönünden bulguları oranlar 

yönünden  Walligora-Dupriet’in  bulguları ile özellikle Bifidobacterium adolescentis, 

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium catenulatum grup 

yönünden benzeşmektedir.  

Grönlund MM ve ark. (114) 2007 yılında bir aylık sağlıklı çocuklarda bağırsak 

florasında en fazla kolonize olan bifidobakterileri değişik ülkelerden gelen verilerle 

bildirmişlerdir. Buna göre 2007 yılında Finlandiya’dan,  2004 yılında Gana ve 

İngiltere’den, 1999 yılında  Japonya’dan ve 1995 yılında  Almanya’dan bildirilen 

verilerde  Bifidobacterium longum grup’un en yüksek oranda izole edildiği 

belirtilmiştir. Bu grubun bir üyesi olan Bifidobacterium longum  ise 2004 yılında 

Gana’da %6 oranında bulunurken aynı yıl İngiltere’den %52 oranında bildirilmiştir. 

Tam tersine Bifidobacterium infantis Gana’dan %72 olarak bildirilirken aynı yıl 

İngiltere’den %0 olarak bildirilmiştir. Japonya ve Almanya’dan Bifidobacterium 

infantis’in izolasyon oranı %41-55 arasında olmuştur. Japonya’dan 1999 yılında aynı 

çocukların bağırsak florasında Bifidobacterium breve,  %70’lik oranla Bifidobacterium 

longum grup’tan sonra en fazla izole edilen tür olmuştur. Bifidobacterium 

pseudocatenulatum yalnızca İngiltere’den bildirilirken  Bifidobacterium catenulatum 

grup Japonya ve Finlandiya’dan bildirilmiştir.  Grönlund’a göre çalışmaya katılan diğer 

ülkelerden bu türler hakkında bir veri girişi bulunmamaktadır. Çalışmamızın 

bulgularında Bifidobacterium breve’ in sağlıklı çocuklarda saptanma durumu 1999 

yılında Japonya’dan, 2011 yılında Fransa’dan  bildirilen verilerle uyuşmaktadır; ancak 

Bifidobacterium pseudocatenulatum ve Bifidobacterium catenulatum grup  için elde 

ettğimiz oranlar bu ülkelerden gelen verilerin çok üstünde kalmıştır. Sağlıklı çocuklarda 

Bifidobacterium adolescentis oranımız %7 olarak bulunmuştur. Bu oran 2001 yılında  
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He F ve ark. (115)’nın bulgusuyla benzeşmektedir. Bifidobacterium bifidum ise He F ve 

ark.’nın  belirttiğine  yakın olarak en yaygın türler arasında karşımıza çıkmıştır. Bu 

bulgumuz Smehilova’nın sağlıklı çocuklardan izole ettiği %16,4’lük oranın çok üstünde 

kalmıştır.  

He F ve ark. (115) 2001 yılında alerjik dermatitli çocukların bağırsak florasında  

özellikle Bifidobacterium adolescentis  ve Bifidobacterium infantis’in yoğunlukta 

olduğunu belirtmişlerdir. Bu bulgu bizim araştırmamızda alerjik dermatitli çocuklardan 

izole ettiğimiz oldukça düşük olan B. adolescentis ve B. infantis oranlarına ters 

düşmektedir.  

Lyon, (118) Bifidobakterileri bağırsak florasında yeterli miktarda bulunduran 

çocuklarda alerjik astım gelişme olasılığının azaldığını belirtmektedir.  Gutkowski  

(119)  12 hafta süreyle Bifidobacterium bifidum preparatı  kullanan  alerjik astım tanısı 

almış çocuklarda, klinik tabloda düzelme olduğuna değinmiştir. Ma Hong ling (120) 

alerjik astım tanısı almış çocuklarda, Bifidobacterium adolescentis  kullanımını takiben 

dendritik hücrelerden  IL-12 ve INF γ salınımının arttığını göstermiştir . 

Araştırdığımız ulusal ve uluslar arası kaynaklarda,  astım tanısı almış çocukların 

bağırsak florasındaki bifidobakteri türleri hakkında  bir veriye rastlayamadık. 

Kaynaklar, alerjik astım tanısı almış çocuklarda, bifidobakteri preparatları 

kullanmalarını takiben iyi yönde gelişme görüldüğünü belirtmektedir, ancak bu değişim 

aşamalarında floradaki bifidobakteri türlerinin ya da yoğunluğunun ne olduğu hakkında 

bilgi vermemektedir.  

Astım ve alerjik dermatit tanılarının her ikisini birden alan çocuklarımızda 

ürettiğimiz Bifidobacterium türleri hakkında, bu gruptaki hasta sayımız çok az 

olduğundan sağlıklı bir oran tespit edilememiştir. Bu nedenle  bu grupta elde ettiğimiz 

sonuçların sağlıklı çocuklarınki ile kıyaslanması ancak bir ön bilgi mahiyetinde 

olmaktadır. Anlamlı bir tartışma için bu  gruptaki hasta sayısının ileri çalışmalarla 

artırılması gerekmektedir.  

Sonuç olarak, sağlıklı çocuklarla kıyaslandığında, astım tanısı almış çocukların 

bağırsak florasında   Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium adolescentis’in 

anlamlı düzeyde azaldığı belirlenmiştir. Alerjik dermatit tanısı almış çocuklarda ise 

başta yine Bifidobacterium longum olmak üzere Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium 
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pseudocatenulatum ve Bifidobacterium catenulatum  türlerinde de anlamlı derecede 

azalma saptanmıştır.  Aynı zamanda her iki hasta grubundaki çocuklar sağlıklı çocuklar 

ile karşılaştırıldığında  bağırsak floralarındaki  bütün bifidobakteri türlerinde azalmalar 

görülmüştür. Kaynaklarda benzer konularda yapılan araştırmalarda seçilen metotların ve 

kullanılan bifidobakteri primerlerinin standart olmadığı görülmüştür. Bu durum, 

sonuçların sağlıklı şekilde yorumlanmasını etkilemektedir. Bu konuda kapsamlı 

çalışmalara  ihtiyaç duyulmaktadır.  

Fang He ve ark. (121) tarafından yapılan bir çalışmada, atopik dermatitli 

bebeklerde bifidobakterilerin in vitro şartlarda yüksek oranda proinflamatuvar 

sitokinlerin salınmasını teşvik ederken, sağlıklı bebeklerde antiinflamatuvar salınımını 

teşvik  ettiği gösterilmiştir. Winkler ve ark. (122)’na göre, probiyotiklerin kullanımı 

TLR’i ve enterositlerin proteoglikan tanıma proteinlerini düzenleyerek dendritik 

hücrelerin aktivasyonunu sağlamakta ve alerjik rahatsızlıklarda Th2 yönüne kayan 

sitokin dengesini Th1 yönüne çevirmektedir. Eğer  Th1 yönünde olan bu özgün  immun 

tolerans yaşamın erken safhalarında ya da yaşam boyunca oluşmazsa inflamatuvar, 

otoimmun ve alerjik hastalıların oluşması için bir risk faktörü teşkil edebileceği görüşü 

günümüzde kabul görmektedir. Alerjik rahatsızlıkların,  bu  bozulmuş Th2 yanıtı ile 

ilişkili olduğu görüşü halen kabul gördüğü halde, T hücrelerine ait alt grupların 

tanımlanmasına yönelik araştırmaların hız kazanmasıyla birlikte, hastalığın altında 

yatan kompleks  mekanizmanın açıklanmasında, bozulmuş Th2 yanıtının tek başına 

yeterli olmayabileceği görüşüne de yer verilmektedir (123). 

Gerek bütün probiyotiklerin gerekse bifidobakterilerin immun sistem üzerindeki 

etkisi, daha önce yapılan  “alerji ve probiyotik kullanımı” ile ilgili çalışmalarda 

belirtilmiştir. Bizim çalışmamızda da  alerjik bebeklerdeki semptomların varlığı, 

bağırsaklarında azalmış  bifidobakteri oranının   immüntoleransı etkileyebilme 

potansiyeli ile ilişkilendirilebilir.  

  Son yıllarda mikrobiyon üzerine yapılan  çalışmalar önem kazanmıştır. 

Kaynaklarda astımlı çocukların fekal florasında bulunan Bifidobacterium türleri 

hakkında bir araştırma bulunmaması nedeniyle çalışma sonuçlarımızın ülkemiz için 

önemli bir kaynak olacağı kanaatindeyiz.  
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