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Laktik asit bakterilerinin (LAB) antagonistik yetenegi, probiyotiklerin degerlendirilmesinde 6nemli
bir faktordir. Bu nedenle, probiyotiklerin gastrointestinal kanalda kolonizasyon yetenegi ve kalicihgi,
patojen iliskili hastaliklari azaltmak icin patojenik bakterilerin epitel hiicrelerine yapismasini 6nlemede
6nemli kriterlerden biridir. Bu calismada, bir bagirsak epitel (Caco-2) hiicre kiiltiirii enfeksiyon modelin-
de probiyotik olma 6zellikleri daha 6nceki calismalarda belirlenmis LAB’in, Escherichia coli suglariyla etki-
lesiminin arastirlmasi amaclanmistir. Calismada LAB ve patojenik suslarin yapismasi tizerindeki rekabet,
dislama ve yer degistirme inhibisyonu kdltiirel sayim yontemiyle degerlendirilmistir. Calismada, pro-
biyotik LAB suslarinin immiinomodiilator etkisi, E.coli'nin Caco-2 hiicrelerinden dislanma, rekabet ve
yer degistirme sonrasinda alinan lizat ve stipernatantlarda kemoatraktan sitokin IL-8, anti-enflamatuvar
sitokin IL-10 ve pro-enflamatuvar yaniti tetikleyen TLR4, “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELI-
SA) ile saptanmustir. LAB suslarinin Caco-2 hiicrelerine yapisma kapasiteleri sirasiyla 6.82, 7.62, 6.42,
6.64 ve 7.22 log CFU/mL olarak belirlenmistir. E.coli’'nin Caco-2 hiicrelerinde LAB tarafindan diglanma
kapasitelerinin LAB suslarinin Caco-2 hiicrelerine yapisma kapasitelerinden diisiik oldugu gorulmustdr.
Ayni gruplarin rekabet deneyi sonuclarinin dislama kapasitelerinin altinda, yer degistirme kapasiteleri
ise rekabet kapasitelerinden daha distk olarak belirlenmistir. ELISA ile 6lcim sonucu sitokinlerden
IL-8 ekspresyonunun 6nemli dlclide distiigi (p< 0.001) ancak IL-10 seviyelerinin arttigi belirlenmistir.
TLR4 seviyeleri ise nemli élciide LAB tarafindan baskilanabilmistir (p< 0.001). in vitro deneyler, secilen
LAB'In Caco-2 hiicrelerine yapistigi ve bu olayda yiizey iliskili proteinlerin énemli bir rol oynadigini
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gOstermistir. Ayrica test edilen patojenlere karsi oldukca antagonistik olduklari ve imminomoduilator
olarak etki edebildikleri belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Probiyotik; E. coli; antagonistik etki; sitokin.

ABSTRACT

The antagonistic ability of lactic acid bacteria (LAB) is an important factor in the evaluation of probiot-
ics. Therefore, the colonization ability and persistence of probiotics in the gastrointestinal tract is one of
the most important criteria in preventing the adhesion of pathogenic bacteria to epithelial cells to reduce
pathogen-associated diseases. This study aimed to investigate the interaction of LAB, whose probiotic
properties were determined in previous studies, with Escherichia coli strains in an intestinal epithelial
(Caco-2) cell culture infection model. Initially, competition, exclusion and displacement inhibition on the
adhesion of LAB and pathogenic strains were evaluated by culture counting method. Additionally, the
immunomodulatory effect of probiotic LAB strains was investigated by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) in lysates and supernatants obtained after exclusion, competition and displacement of E.coli
from Caco-2 cells, targeting the chemoattractant cytokine IL-8, the anti-inflammatory cytokine IL-10
and the pro-inflammatory response-triggering TLR4. As a result, the adhesion capacities of LAB strains
to Caco-2 cells were determined as 6.82, 7.62, 6.42, 6.64, 7.22 log CFU/mL, respectively. The exclusion
capacities of E.coli by LAB in Caco-2 cells were found to be lower than the adhesion capacities of LAB
strains to Caco-2 cells. The competition experiment results of the same groups were determined to be
below the exclusion capacities and the displacement capacities were lower than the competition capac-
ities. ELISA measurements revealed a significant decrease in IL-8 cytokine expression (p< 0.001), while
IL-10 levels increased. TLR4 levels were significantly suppressed by LAB (p< 0.001). In vitro experiments
have shown that the selected LAB adhered to Caco-2 cells and that surface-associated proteins played a
significant role in this process. Additionally, they were determined to be highly antagonistic against the
tested pathogens and capable of acting as immunomodulators.

Keywords: Probiotic; E. coli; antagonistic effect; cytokine.

GIRi$

Probiyotiklerin gastrointestinal sistem mikrobiyotasinin ve immdun sisteminin duzen-
lenmesindeki roliiniin yani sira gidalarin, vitamin ve minerallerin sindirimini ve emili-
mini saglamak, patojenik bakteri ve virisleri inhibe etmek, timor ve diyare olusumunu
engellemek, laktoz intoleransini azaltmak, kalsiyum absorbsiyonunu gelistirmek, idrar
yolu enfeksiyonlarini 6nlemek, alerji olusumunu engellemek, $-galaktozidaz gibi sindirim
enzimlerini ve vitaminleri Gretmek, sinir sistemini rahatlatici etki gostermek, yaslanmayi
geciktirmek, serum kolesterol seviyesini diistirmek gibi pek cok 6nemli yarari bulunmak-
tadir'. Son yillarda, insan saghgina katkilari acisindan laktik asit bakterileri (LAB) tirle-
rinin karakterizasyonuyla ve probiyotiklerin etki mekanizmalarinin arastiriimasiyla ilgili
calismalar 6nem kazanmustir. Probiyotiklerin degerlendirilmesinde, LAB suslarinin anta-
gonistik yetenegi oldukca 6nemlidir ve probiyotikler antagonistik etki mekanizmalari,
bagirsak hiicrelerine yapisma ve rekabet yoluyla patojen inhibisyonu ile konakginin epitel
hicrelerine yapisan ve enfeksiyona neden olan patojenlerin blyimesini 6nlemek icin
bagirsak mikrobiyotasini modiile etmektedirler?>. Probiyotiklerin kolonizasyonu ve gast-
rointestinal sistemde kaliciligi, patojenle iliskili hastaliklari azaltmada ve epitel hiicrelerine
patojenik bakterilerin yapismasini 6nlemede 6nemli kriterlerden biridir.
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Caco-2 hiicreleriyle yapilan in vitro calismalarda, probiyotiklerin, Escherichia coli gibi
cesitli gida kaynakli patojenlerin biiylimesini bu enteropatojenler ile rekabet edip yer de-
gistirerek inhibe ettigi gosterilmistir®. Farkli calismalarda bazi probiyotik bakterilerin E.coli
ve Clostridium difficile'nin blytumesini engelledigi ve hem Lactobacillus crispatus hem de
Lactobacillus helveticus gibi probiyotik bakterilerin enteropatojenik bakterilerle rekabet
ederek elimine ettikleri gosterilmistir’8. Zhang ve arkadaslarinin® calismalarinda Lacti-
caseibacillus paracasei subp. paracasei M5-L, Lacticaseibacillus rhamnosus J10-L ve Lacti-
caseibacillus casei Q8-L'nin Shigella sonnei'nin HT-29 hiicrelerine yapismasini dnlemede
etkili oldugu bulunmustur. Benzer sekilde bagka bir calismada, baz laktobasil suslarinin
bagirsak epiteline yapistigi, patojenlerin istilasini 6nledigi ve epitel bariyer fonksiyonunu
gelistirdigi bildirilmistir'®.

Laktobasillerin, patojenler, lipoprotein veya digerleriyle muamele edilen 6karyotik
hicrelerin (HT-29, Caco-2 veya diger okaryotik hiicreler) pro-enflamatuvar yanitlarini
(TNF-q, IL-8) ve anti-enflamatuvar yanitlarini (IL-10) etkileyebildigi gosterilmistir'''2,
Ornegin bazi laktobasil suslarinin, pro-enflamatuvar sitokin IL-8’in salgilanmasini azal-
tabildigi ve anti-enflamatuvar IL-10’unun ise salgilanmasini tesvik edebildigi rapor edil-
mistir'3. Johnson-Henry ve arkadaslari’, L.helveticus yiizey tabakasi proteininin, EHEC
O157:H7'nin insan badirsak hiicrelerine yapismasini engelledigini gostermistir. Lac-
tobacillus acidophilus A4, EHEC O157:H7'nin HT29 bagirsak epitel hiicrelerine bag-
lanmasini 6nemli dlciide inhibe ettigi ve ayni anda MUC2 ekspresyonunu arttirdigi
gOsterilmistir. Baska bir calismada, L.rhamnosus GG, EHEC O157:H7'nin bir insan epitel
hicre hattina icsellestirilmesini baskilamis, epitelyal tek tabakadaki morfolojik degi-
siklikleri azaltmig, onlar siki baglanti proteinlerinin EHEC kaynakl yeniden dagihmina
karsi korumus ve ayrica enfekte Caco-2 hicrelerinin EHEC kaynakli kemokin ekspres-
yonunu énemli dlciide bastirdigi tespit edilmistir'*1®. Ayni zamanda Bacillus subtilis,
Bacteroides ovatus, E.coli, L.rhamnosus, Bifidobacterium lactis, L.casei veya L.acidophilus
gibi bazi kommensal bakterilere maruz kalan bagirsak epitel hiicrelerinin (BEH) enfla-
matuvar sitokinler (IL-1, IL-8 ve TNF-a) veya kemokinler (CCL2 ve CCL20) Uretebilece-
gi de bildirilmistir'”.

Bagirsak epitel hiicreleri, TLRler gibi korunmus 6riintli tanima reseptorlerinin (PRR’ler)
ekspresyonu yoluyla bakterileri algilayabilmektedir'®'?. Toll benzeri reseptér 4 (TLR4)/
miyeloid farkhlagma faktori-2 (MD-2), gram-negatif bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) bi-
rincil dogal TLR4 agonisti olmak Uzere, cok cesitli patojen iliskili ve endojen molekiller
tarafindan aktive edilebilmektedir?®. Bu konu ile ilgili calismalar, TLR2 ve TLR4’iin hem
BEH hiicre hatlarinda hem de bagirsak dokusundan izole edilen birincil BEH’de yapisal
olarak ifade edildigini géstermistir'®.

Bu calismada, LAB'larin, cesitli E.coli suslari ile insan bagirsagi Caco-2 hiicre hatti
hicrelerine yapismasina karsi antagonistik yetenegini, rekabet, diglama ve yer degistirme
yoluyla probiyotiklerin etkinliginin degerlendirilmesi amaclanmstir. Buna ilaveten, pato-
jenik ve non-patojenik floraya sahip Caco-2 insan bagirsak epitel hiicrelerinde probiyotik
ozellikli LAB'larin sitokin profili tizerindeki rolu belirlenmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismada insan orijinli laktik asit bakterilerinin kullaniimasi, Akdeniz Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Tarih: 10/05/2017 ve Karar no: 288).

in Vitro insan Caco-2 Hiicre Kiiltiirui

Bakterilerin gastrointestinal sisteme in vivo yapismasinin incelenmesinin zorlugu nede-
niyle, normal enterositlerin morfolojik ve fonksiyonel ozelliklerini ifade eden adenokarsi-
nom hiicre dizisi Caco-2 kullanilmasiyla yapilan in vitro degerlendirmelerin yaygin olarak
kabul gordigu bilinmektedir. Bu sebeple calismada Caco-2 hucrelerini kullanmak tercih
edildi21. insan adenokarsinom kolon hiicreleri Caco-2 (T.C. Sap Enstitiisii Mudarliga,
Hucre Bankasi Bolim Baskanligi, Ankara, Turkiye) kltirl, %5 CO, iceren bir atmosferde
37 °C'de %10 (h/h) isiyla inaktive edilmis FBS ve %1 (h/v) esansiyel olmayan amino asit ve
%1 penisilin streptomisin ile takviye edilmis DMEM icinde hazirlandi. Huicre kiiltlrlerinde
mikoplazma olmadigindan emin olmak icin diizenli olarak kontrol edildi. Caco-2 hucreleri,
yapisma deneyi icin alti kuyucuklu plakalara 1x105 hiicre/kuyu konsantrasyonda ekildi.
Bliyiime ortami iki glinde bir degistirildi. Hiicreler, yapisma calismasi icin kullanilan farkl-
lasmis ve sabit epitelyal/enterosit benzeri tek tabakalar olusturmak tzere 21 giin boyunca
biiyiitiildii?2. Farklilasmanin degerlendiriimesi morfolojik inceleme ile yapildi.

Bakteriyel Suslar ve in Vitro Kiiltiir Kosullari

Onceki calismamizda insan digkisindan izole edilen LAB suslari géniilliilerden calisma-
nin niteligi tam olarak aciklandiktan sonra, bilgilendirilmis onam alinarak elde edildi23.
Lactiplantibacillus plantarum MK55 16S rRNA gen dizilimi, Lactobacillus curvatus MK8,
L.paracasei MK73, Lactobacillus fermentum MK77 ve L.crispatus MK81 MALDI Bioty-
per®, matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon - ugus sureli kitle spektrometrisi ile
tanimlandi. Probiyotik olma Ozellikleri ile timor baskilama yetenekleri belirlenen suslarin
cesitli 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir. Suslar 37 °C'de deMan, Rogosa ve Sharpe (MRS)
besiyerlerinde Uretildi. Calismada patojenik suslar E.coli DSM 10973 (Migula 18959 Cas-
tellani and Chalmers 1919) ve onceki calismalardan elde edilen E.coli N18-9 ile E.coli
N18-2 kullanildi. Triptik soya besiyerinde 37 °C’de muhafaza edildi. Bakterilerin canh
sayimi (CFU/mL), LAB suglari icin MRS agar, E.coli suglari icin SS agar (Merck) kullanilarak
gerceklestirildi?2.

Tablo I. Calismada Kullanilan Laktik Asit Bakterilerinin Daha Onceki Calismada Belirlenen Ozellikleri?®
Diisiik pH %0.3 ST

Mikroorganizmalar (log CFU/mL) (log CFU/mL) EPS PA % AOA % TB (CT26)
L.curvatus MK8 8.6 8.7 - + 50.97 31.2
L.plantarum MK55 8.9 8.85 - + 523 32.4
L.paracasei MK73 7:28 6.6 + - 56.76 41.1
L.fermentum MK77 9.1 8.7 + + 54.86 38.1
L.crispatus MK81 8.9 9.04 + - 57.65 40.2

ST: Safra tuzu, EPS: Ekzopolisakkarit tiretimi, PA: Proteolitik aktivite, AOA: Antioksidan aktivite, TB: Tripan mavisi.
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Caco-2 Hiicrelerine in Vitro Yapisma

Probiyotik suslar, ylizey proteinlerinin elde edilmesi icin bir saat boyunca 5M lityum
klortir (LiCl) (CAS No: 7447-41-8 Sigma-Aldrich) icerisinde bekletildi. Bakteri kultirleri
(probiyotik ve patojenik suslar) santrifiijleme (2100 xg, U¢ dakika) sonrasinda t¢ kez fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikandi. Hiicre yogunlugu, her kiiltiir icin 1x10® CFU/mL elde
etmek lGizere 600 nm’de absorbans olctilerek ayarlandi. Ayri kuyucuklardaki 105 Caco-2
hiicresine bir mililitre (yaklasik 1x108 CFU/mL) probiyotik (ylizey proteinleri olan ve olma-
yan) ve her bakteri patojeninden 1 ml (yaklagik 1x10® CFU/mL) ilave edildi. 37 °C’de iki
saatlik inklibasyondan sonra, bakteriyel hiicreler kuyucuklardan alinip, Caco-2 hucreleri
Ug kez 1 ml steril PBS ile yikandi. Caco-2 hicrelerine yapisan bakteri hiicreleri, 1 ml %0.5
(v/v) Triton X-100 (108603 Sigma-Aldrich) ile muamele edilerek ¢ikarldi. Karisimlarin seri
diltisyonlarindan daha sonra Tryptic Soy agarlara (104323 Sigma-Aldrich) ekim yapildi ve
48-72 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bakteri sayisi “en muhtemel say1” (EMS) yontemiyle
log CFU/mL olarak ifade edildi?*?*. Biitiin kuyucuklar ticerli olarak hazirland ve ortalama-
lart alinarak degerlendirildi.

Bagirsak Hiicre Hatlarina Patojen Yapismasinin inhibisyonu (Dislama Ol¢iimii)

Ucerli olarak hazirlanan deney kuyucuklari ve Caco-2 hiicre tek tabakalari, steril PBS
tamponu ile ti¢ kez yikandiktan sonra, Caco-2 hiicre hattina antibiyotiksiz hticre kilttiri
besiyerinde hazirlanan 1 ml probiyotik sus (108 CFU/mL) ilave edilip, bir saat siireyle 37
°C’de inkiibe edildi. Altmis dakikalik inkiibasyondan sonra Caco-2 hiicrelerine yine ayni
sekilde hazirlanmis 1 ml bakteriyel patojen (108 CFU/mL) eklendi ve standart kosullarda
iki saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, tek tabakalar, yapismayan hiicreleri
atmak icin g kez steril PBS ile yikandi ve ardindan hicreler, %0.5 (h/h) Triton X-100 ile
parcalandi. Karisimlarin seri dilisyonlari daha sonra Tryptic Soy agara ekilip, 48-72 saat
37 °C’de inkiibe edildi. Bakteri sayimi EMS yéntemiyle log CFU/mL olarak ifade edildi?%24,

Bagirsak Hiicre Hatlarina Yapisan Patojenin Rekabet Ol¢iimii

Caco-2 hicrelerinin tek tabakalar steril PBS tamponu ile ti¢ kez yikandiktan sonra,
antibiyotiksiz hiicre kiiltiiri besiyerinde hazirlanan 1 ml (108 CFU/mL) her bir probiyotik
sus ve 1 ml (10% CFU/mL) E.coli susu karisimi her bir kuyucuga ayni anda konuldu ve
iki saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tek tabakalar, steril PBS ile lic kez yikandi.
Huicreler daha sonra %0.5 (h/h) Triton X-100 ile parcalandi. Karisimlarin seri dillisyonlari
daha sonra Tryptic Soy agara ekildi ve 48-72 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bakteri sayisi
EMS yontemi ile log CFU/mL olarak ifade edildi. Butin deney kuyucuklar tgerli olarak
hazirlandi ve ortalamalar alinarak degerlendirildi.

Bagirsak Hiicre Hatlarina Yapigan Patojenin Yer Degistirmesi (Yer Degistirme Ol-
climii)

Caco-2 hiicre tek tabakalar tg kez steril PBS tamponu ile yikandiktan sonra, her bir
patojenden (10® CFU/mL) antibiyotiksiz hiicre kiiltiirii besiyerine hazirlanmis 1 ml Caco-
2 hiicre hattina ayn ayn ilave edilip, bir saat 37 °C’de inkibe edildi. Altmis dakikalik
inkiibasyondan sonra, bakteri patojenini iceren Caco-2 hiicrelerine antibiyotiksiz hiicre
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kiiltiirii besiyerinde hazirlanan 1 ml probiyotik sus (108 CFU/mL) ilave edildi ve iki saat
daha 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, hiicreler %0.5 (h/h) Triton X-100 ile
parcalanmadan 6nce, yapismayan hiicreleri atmak icin tek tabakalar steril PBS ile Ui¢ kez
yitkandi. Karisimlarin seri diltisyonlari daha sonra Tryptic Soy agara ekildi ve 48-72 saat 37
°C’de inkiibe edildi. Bu islemler ticerli tekrar olarak hazirlandi. Bakteri sayisi EMS yontemi
ile log CFU/mL olarak elde edildi?*?*. Ortalamalari alinip degerlendirmeleri yapildi.

in Vitro insan Caco-2 Hiicre Hattinda Probiyotiklerin Etkinlik Testlerinin Sonrasi
ELISA ile Sitokinlerin Tayini

Antagonistik etki hiicre kiltiri deneyleri sonrasi toplanan siipernatantlardan kemo-
taktik Human IL-8 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit (E-EL-H6008), 6lcim
arahgi 7.81-500 pg/mL, anti-enflamatuvar sitokin Human IL-10 ELISA Kit (E-EL-H6154),
Olctim araligi 1.56-100 pg/mL, toplanan hiicre kiilturi lizatlarindan da Human TLR4 ELI-
SA Kit (E-EL-H5820) (Elabscience, ABD) 6l¢ciim arali§i 6.25-400 pg/mL olarak belirlenmis
olan kitler kullanilarak olculdi. Testin uygulanmasinda Uretici firmanin protokoll esas
alinarak uygulandi. Kit icerisindeki butlin ¢ozeltiler, ornekler ve standartlar hazirland.
Ornekler diliie edilmeden paralel olarak kuyucuklara eklendi. Absorbanslar 10 dakika
icinde ELISA okuyucu (Microplate Reader, BIO-RAD iMark, Hercules, California, ABD)
kullanilarak belirtilen nm’de okundu. Paralel kuyucuklarin sonuglari ortalamalari alinarak
degerlendirildi. Elde edilen sonuglardan probiyotik suglarin etkinligi, kit icinde bulunan
standartlarin sinir degerleri dikkate alinarak ve orneklerdeki total protein miktarina gore
normalize edilerek hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Projede uygulanan yontemlerden elde edilen sayim verileri Ucerli olarak elde edildi
ve ortalamalari alinarak grup icinde ve gruplar arasinda karsilastirildi. ELISA &rnekleri
paralelli olarak calisildi ve ortalamalari alinarak, negatif ve pozitif kontrollere karsi deger-
lendirildi. Veriler GraphPad Prisms8 istatistik programina yuklenerek tanimlayici testlerin
sonuglarina gore ortalamalar arasindaki farkhhklar icin varyant analizi ANOVA testi uy-
gulandi. p< 0.001’in altinda olanlar anlamli kabul edildi. Veriler ortalama +ortalamanin
standart hatasi olarak sunuldu.

BULGULAR

L.curvatus MK8 (6.82 log CFU/mL), Lpb. plantarum MK55 (7.62 log CFU/mL),
L.paracasei MK73 (6.42 log CFU/mL), L.fermentum MK77 (6.64 log CFU/mL), L.crispatus
MK81 (7.22 log CFU/mL) suslarinin tamami Caco-2 hiicrelerine yiksek (p< 0.001) ya-
pisma kapasitesi gostermistir. Hiicre hatti LiCl ile muamele edildikten sonra yapisma ka-
pasitesinde L.curvatus MK8 (3.88 log CFU/mL), Lpb. plantarum MK55 (4.24 log CFU/
mL), L.paracasei MK73 (3.54 log CFU/mL), L.fermentum MK77 (3.31 log CFU/mL) ve
L.crispatus MK81 (3.23 log CFU/mL) icin azalma tespit edilmistir (Sekil 1).

Bes laktobasil susunun, g E.coli susu ile Caco-2 hiicre monokatmanlarina baglan-
masini diglama yoluyla dnleme yetenegi incelenmistir. E.coli DSM susuna karsi laktobasil
susglarinin dislama kapasiteleri karsilastirldiginda en ylksek deger Lpb. plantarum MK55
(4.86 log CFU/mL) susunda, en dusiik deger ise L.paracasei MK73 (3.24 log CFU/mL)
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Sekil 1. 5M LiCl muamelesinden 6nce ve sonra LABIn Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapisma kapasitesi.
Yildiz isaretleri, suslarin muamele 6ncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli farkhiliklarini géstermektedir
(***, p< 0.001).

susunda belirlenmistir. E.coli N18-9 susuna karsi laktobasil suslar arasinda Lpb. plantarum
MK55 (4.92 log CFU/mL) ile en ytiksek, L.crispatus MK81 (3.78 log CFU/mL) ile en dislik
dislama kapasitesi tespit edilmistir. E.coli N18-2 susuna karsi laktobasil suglarinin digla-
ma kapasitesi degerlendirmesinde Lpb. plantarum MK55 (4.69 log CFU/mL) en yuksek,
L.paracasei MK73'in (3.74 log CFU/mL) ise en dustik sonuc verdigi belirlenmistir (Sekil
2). Sayisal verilerin karsilastirmasi ise Tablo IlI’de verilmistir.

Laktobasil suslari 6nce Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapistiginda, Lpb. plantarum
MKS55 susu anlamli olmak lizere (p< 0.001) E.coli suslarinin Caco-2 hiicre monokatman-
larina yapismasini onledikleri gortulmustar.

Laktobasil suslarinin, E.coli suglar ile Caco-2 hiicre monokatmanlarina baglanmak icin
rekabeti incelenmistir. E.coli DSM susuna karsi laktobasil suslarinin dislama kapasiteleri
karsilastinldiginda en ytiksek deger Lpb. plantarum MK55 (3.88 log CFU/mL), en dusik
deger ise L.paracasei MK73 (2.92 log CFU/mL) icin belirlenmistir. E.coli N18-9 susuna
karsi laktobasil suslarinin arasinda Lpb. plantarum MK55’in (3.52 log CFU/mL) en yiiksek,
L.paracasei MK73'lin (2.68 log CFU/mL) ise en disiik rekabet edebildigi tespit edilmistir.
E.coli N18-2 susuna karsi laktobasil suslarinin rekabet kapasitesi degerlendirildiginde Lpb.
plantarum MK55’in (3.73 log CFU/mL) en yiiksek, L.fermentum MK77’in (3.12 log CFU/
mL) ise en dusiik sonucu verdigi belirlenmistir (Sekil 2). Sayisal verilerin karsilagtirmasi
Tablo IlI'de verilmistir.
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Sekil 2. E.coli’'nin Caco-2 hticrelerine yapismasinin ve ardindan LAB tarafindan dislanma, rekabet ve yer degis-
tirmesinin ortalama degerleri Sekil a’da gdsterilmektedir. Sekil b’de ise E.coli’nin dislanmasi, rekabeti ve LAB
tarafindan yer degistirmesine iliskin sayim verileri gosterilmektedir. Yildiz isaretleri, MK55 susu ile diger suslar
arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir farki gostermektedir (***, p< 0.001).

E.coli suglar ile Caco-2 hiicre monokatmanlarina birlikte muamele edildiklerinde,
laktobasil suslarinin tamaminin Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapismak icin rekabet
edebildigi ve kontrole gore E.coli suslarinin yapismasini anlamli bir fark ile (p< 0.001)
engelledigi tespit edilmistir.

Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapisan E.coli suslar ile laktobasil suslarinin, yer de-
Jistirme potansiyeli incelenmistir. E.coli DSM susuna karsi laktobasil suslarinin rekabet
kapasiteleri en ylksek olarak Lpb. plantarum MK55 (2.92 log CFU/mL) susunda, en du-
stk olarak L.fermentum MK77 (2.04 log CFU/mL) susunda tespit edilmistir. E.coli N18-9
susuna kargi laktobasil suslarinin rekabet kapasiteleri karsilastirildiginda en yiiksek Lpb.
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Tablo Il. Dislama, Rekabet ve Yer Dedistirme Deneylerinden Elde Edilen Her Bir Sus lcin Bakteri Sayilari (log
CFU/mL)

Dislama MK8 MKS55 MK?73 MK77 MK81
E.coliDSM 4.38 4.86 (***) 3.24 3.82 4.37
E.coliN18-9 4.41 4.92 (***) 3.82 412 3.78
E.coliN18-2 4.52 4.69 (***) 3.74 3.82 4.37
Rekabet MK8 MK55 MK73 MK77 MK81
E.coliDSM 3.61 3.88 (***) 2.92 3.47 3.17
E.coliN18-9 3.22 3.52 (***) 2.68 3.31 3.18
E.coliN18-2 3.41 3.73 (***) 3.46 3.12 3.57
Yer Degistirme MK8 MKS55 MK?73 MK77 MK81
E.coli DSM 2.42 2.92 (***) 2.12 2.04 2.44
E.coliN18-9 2.45 3.04 (***) 2.08 2.43 2.12
E.coliN18-2 2.12 2.94 (***) 2.46 2.43 2.62
Yildiz isaretleri, MK55 susu ile diger suslar arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir farki géstermektedir (***, p< 0.001).

plantarum MK55’in (3.04 log CFU/mL) ve en dustk olarak L.paracasei MK73'in (2.08
log CFU/mL) oldugu belirlenmistir. E.coli N18-2 susuna karsi laktobasil suslarinin reka-
bet kapasitesinin en duslk L.curvatus MK8’de (2.12 log CFU/mL) ve en yiiksek ise Lpb.
plantarum MK55'te (2.94 log CFU/mL) oldugu goézlenmistir (Sekil 2). Sayisal verilerin
karsilastirmasi ve anlamliliklari Tablo 1I'de verilmistir.

E.coli suglarinin Caco-2 hiicre monokatmanlarina 6nceden yapismasina ragmen Lpb.
plantarum MK55 sugsunun anlamli olmak {izere (p< 0.001) , Caco-2 hiicre monokatman-
larina yapismak icin E.coli suslari ile yer degistirebildikleri belirlenmistir.

Tablo Il'de gorildigu gibi probiyotik bakteri suslari ile E.coli suslari arasinda gercek-
lestirilen dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri sayim sonuclari suslar arasinda
farkhhk gostermistir. Bu farkliiga ragmen MK55 susunun her bir deney grubunda en
yuiksek yapisma kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Sonuclar ANOVA testi uygula-
narak degerlendirilmistir. Gruplar arasi farkhlklar anlamh olarak saptanmistir (p< 0.001).

Dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri sonrasinda elde edilen hiicre kiltird su-
pernatantlarindan IL-8 seviyeleri Sekil 3’te gosterilmistir. Kullanilan bes adet LAB, ¢ adet
E.coli susu ve PBS ile hazirlanmis olan negatif-pozitif kontrollin sonuclar $ekil 3'te sunul-
mustur. Sekil 3a’da gosterildigi gibi laktobasiller tarafindan tetiklenen Caco-2 hicrelerinin
IL-8 seviyeleri, E.coli tarafindan tetiklenenlerden onemli 6lctide dustik olarak bulunmustur
(p< 0.007). Sekil 3b’de ise benzer sekilde, laktobasil suslar E.coli suslarinin IL-8 Gretimini
onemli dlciide (p< 0.001) inhibe etmistir. Sekil 3c’de ise benzer bir sonug gosterilmistir.
E.coli kaynakl Caco-2 hiicrelerinin IL-8 lretimi 6nemli 6lclide (p< 0.001) engellenebil-
mistir. Ayrica Sekil 3d’de dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri IL-8 seviyelerinin
ortalama degerlerinin kiyaslamalari sunulmustur. Bu deney sonucunda, bes LAB susunun
tamaminin E.coli yapismasini inhibe etme yetenekleriyle iligkili olabilecek Caco-2 hiicre mo-
nokatmanlari tarafindan E.coli kaynakli IL-8 tretimini hafifletebilmis oldugu gosterilmistir.
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8 diizeyleri lizerinde antagonistik etki. Caco-2 hiicrelerinde

Sekil 3. IL-

IL-8 dtizeyleri, laktobasillerin dislama (a), rekabet (b) ve yer degistirme
(c) deneyleriyle belirlenmistir. Dislama, rekabet ve yer degistirme deney-

lerindeki IL-8 dtizeylerinin ortalama dederlerinin karsilastirimasi (d)’de
verilmistir. Yildiz isaretleri, karsilastirilan suslar ile E.coli suslar arasindaki

istatistiksel olarak anlamii farkliliklari gbstermektedir (**

p< 0.007).
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Sekil 4. IL-10 diizeyleri tizerinde antagonistik etki.

IL-10 diizeyleri, laktobasillerin dislama (a), rekabet (b) ve yer degistirme

(c) deneyleriyle belirlenmistir. Dislama, rekabet ve yer degistirme deney-

lerindeki IL-10 diizeylerinin ortalama degerlerinin karsilastirimasi (d)’de

verilmistir. Yildiz isaretleri, karsilastinlan suslar ile E.coli suslar arasindaki

istatistiksel olarak anlamli farkhliklari gbstermektedir (**

p< 0.007).

*
’

MIKROBIYOLOJi BULTENI

458



Kahraman M.

Dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri sonrasinda elde edilen hticre kdlturd
stipernatantlarindan IL-10 seviyeleri Sekil 4'te verilmistir. Bu sekilde kullanilan LAB suslari,
E.coli suslari ve PBS ile hazirlanmis olan negatif-pozitif kontrol sonuglari sunulmustur.
Sekil 4a’da gorildugi gibi laktobasiller tarafindan tetiklenen Caco-2 hiicrelerinin IL-10
seviyeleri, E.coli tarafindan tetiklenenlerden 6nemli 6lciide farkli bulunmamakla beraber
daha yuksek olarak gézlenmistir. Olusturulan MKS55 ile DSM, N18-9 ve N18-2 E.coli kom-
binasyonlarinin IL-10 seviyeleri anlamli bir sekilde (p< 0.001) ytkselmistir. Sekil 4b’de ise
MK55 ve MK81 ile olusturulan E.coli kombinasyonlarinda anlamli bir sekilde IL-10 Greti-
minin (p< 0.001) artti§i gozlenmistir. Sekil 4c’de goruldugu gibi E.coli kaynakh Caco-2
hicrelerinin IL-10 tretimini MK55 susu 6nemli olctide (p< 0.001) arttirabilmistir. Sekil
4d’'de dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri IL-10 seviyelerinin ortalama degerle-
rinin karsilastiriimasi gosterilmistir.

Bu deney sonucunda, LAB suslarindan MK55’in E.coli yapismasini inhibe etme yete-
nekleriyle iliskili olabilecek Caco-2 hiicre monokatmanlari tarafindan E.coli kaynaklh IL-10
Uretimini 6nemli olctide arttirabilmis oldugu kanitlanmugtir.

Dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri sonrasinda hiicre kiltiri lizatlarindan
elde edilen TLR4 seviyeleri Sekil 5'te verilmistir. Kullanilan LAB suslari, E.coli suslari ve PBS
ile hazirlanmis olan negatif-pozitif kontrol sonuclari bu sekil icerisinde gosterilmistir. Sekil
5a’da goruldugu gibi laktobasiller tarafindan tetiklenen Caco-2 hicrelerinin TLR4 sevi-
yeleri, E.coli tarafindan tetiklenen Caco-2 hicrelerinden 6nemli dlctide disiik olarak bu-
lunmustur. TLR4 miktarinda E.coli eklendiginde artis izlenmis fakat sadece E.coli bulunan
kuyucuklara gore LAB+E.coli bulunanlarda anlamli derecede baskilandigi (p< 0.001) go-
rilmusttr. Sekil 5b’de ise benzer sekilde, laktobasil suslari E.coli suslarinin TLR4 Gretimini
onemli dlctide (p< 0.001) inhibe edebilmistir. Sekil 5c’de benzer sonuclar elde edildigi
gosterilmistir. E.coli kaynakh Caco-2 hiicrelerinin TLR4 tretimi 6nemli dl¢iide (p< 0.001)
engellenebilmistir. Sekil 5d'de ise dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri TLR4 se-
viyelerinin ortalama degerlerinin karsilastirlmasi gosterilmistir. Bu deney sonucunda, bes
LAB susunun tamaminin, E.coli yapismasini inhibe etme yetenekleriyle iliskili olabilecek
Caco-2 hiicre monokatmanlari tarafindan E.coli kaynakh TLR4 Uretimini hafifletebilmig
oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Laktobasillerin temel &zelliklerinden biri epitel hiicrelerine yapisma kapasiteleridir ve
bu epitel hiicrelerindeki yapisma ve istila bolgeleri icin patojenlere karsi rekabet avantaij
saglayabilir?. Bu mekanizmay anlayabilmek acisindan kullanilan Caco-2 hiicreleri, normal
ince bagirsak villuslarindan farkli olan birkac belirtec ifade eder ve probiyotik bakterilerin
yapismasinda ve patojenlerin istilasinda mikemmel bir in vitro model gorevi gormekte-
dir'3. Ayrica Caco-2 tek tabakalarinin uygun protokolle 18-21 giin icinde homojen bir
sekilde farklilastigi kaynaklarda belirtilmistir?>. Bu calismada belirtilen kaynaktaki protokol
uygulanarak farkllasmasi saglanmistir ve bu halk saghg tehdidini etkili bir sekilde orta-
dan kaldirabilecek probiyotikler (izerinde alternatif tedavi stratejilerinin gelistiriimesine
acil ihtiyag duyulmaktadir. Bu calismada insan diskisindan izole edilen ve probiyotik olma
ozellikleri belirlenen LAB suslari kullanilmistir?®. Kullanilan LAB suslarinin Caco-2 hiicrele-
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p< 0.007).

’

laktobasillerin dislama (a), rekabet (b) ve yer degistirme (c)

deneyleriyle belirlenmistir. Dislama, rekabet ve yer degistirme deneylerindeki
TLR4 diizeylerinin ortalama degerlerinin karsilastinimasi (d)’de verilmistir.
Yildiz isaretleri, karsilastirilan suslar ile E.coli suslari arasindaki istatistiksel

Sekil 5. TLR4 diizeyleri iizerinde antagonistik etki. Caco-2 hiicrelerindeki
olarak anlamli farklihklari géstermektedir (**

TLR4 dizeyleri,
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rine in vitro yapisma kapasiteleri, bakteri sayilari belirlenmesi amaciyla kiltirel yontem
kullanilarak yapilmistir. Suslarin tamami Caco-2 hiicrelerine buyik bir yapisma kapasitesi
gostermistir. Hicre hatti LiCl ile muamele edildikten sonra yapisma kapasitesinde azalma
tespit edilmistir. Bu sonug, Jessie Lau ve arkadaslarinin?? Lpb. plantarum 0612 ile yaptiklari
cesitli kolon ortamlarinda secilmis gida kaynakli enteropatojenlerin yapismasi Gzerindeki
antagonistik etkileri calismalari ile benzerlik gostermektedir. Zommiti ve arkadaslari26,
Pediococcus pentosaceus MZF16'nin, énemli bir gida kaynakli patojen olan Listeria mo-
nocytogenes CIP 55143 yapismasini glicli bir sekilde engelledigini bildirmistir. Bu calisma
ile benzer sekilde calismamizda, Caco-2 hiicrelerine en yiiksek yapisma gosteren sus olan
Lpb. plantarum MKS55, diger probiyotik suslar ile birlikte, E.coli suglarinin Caco-2 monokat-
manlarina yapismasina karsi ylksek bir inhibisyon orani gostermistir.

Calismada Caco-2 hiicrelerine E.coli suslarinin yapismasinin inhibisyonunu yani disla-
ma yetenegini gozleyebilmek icin bakteriler sayilmistir. Laktobasil suslarinin tamami 6nce
Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapistiginda, E.coli suglarinin Caco-2 hiicre monokat-
manlarina yapismasini onledikleri goriilmustir. Bu sonug kullanilan LAB suslarinin gast-
rointestinal sistemde kolonize olabilecegini ve probiyotik islevlere sahip olabileceklerini
gostermistir. E.coli suslarindan daha yiiksek bir dislama derecesi gosteren bu probiyotik
suslarin, E.coli'nin etken olabilecegdi bagirsak hastaliklarinin énlenmesinde olasi kullanimi
s0z konusu olabilir. Genel olarak, probiyotik suslar enterosit patojen reseptorlerindeki
sterik engelleme yoluyla patojenik bakterilerin baglanmasini engelleyebilir?’. Bu konuda-
ki ileri calismalarda Lpb. plantarum BMCM12'nin ortama saldigi proteinlerin, patojenin
mukus katmanlarina yapismasini engellemede rol oynadigi gésterilmistir?®. Calismada
laktobasil suslarinin, E.coli suglari ile Caco-2 hicrelerine baglanmak icin rekabet 6zellikleri
incelenmis ve laktobasil suslan ile E.coli suglarinin, Caco-2 hiicre monokatmanlarinda
birlikte yer aldiklarinda, laktobasil suslarinin Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapismak
icin rekabet edebildigi ve E.coli suslarinin yapismasini engelledigi tespit edilmistir. Cahs-
malar, bakterilerin ylzey hidrofobisitesinin yalnizca bakterilerin konakglya yapismasiyla
degil ayni zamanda patojenik bakterilerin uzaklastiriimasiyla da iliskili oldugunu goster-
mistir?®. Epitel hiicre baglama yetenegine sahip probiyotikler, patojen baglanmasini re-
kabetci bir sekilde dnleyebilir ve boylece kolonizasyonlarini engelleyebilir'®. Secilen LAB
suslarinin ayni ylizey reseptorleri icin test edilen enteropatojenlerle rekabet edebildigi
ve/veya bagirsak epitel hiicrelerindeki potansiyel baglanma bdlgelerini isgal edebildigi
ve boylece bagirsak hastaliklarlyla miicadelede potansiyel bir terapotik stratejiyi temsil
ettigi sdylenebilir. Benzer sekilde Feng ve arkadaslari* Lpb. plantarum P2'nin, Salmonella
enteritidis ATCC13076 susunun Caco-2 hiicrelerine yapismasina ve istila etmesine karsi
glclu bir inhibisyon gosterdigini bildirmistir. Bir baska calismada L.casei ve Lpb. planta-
rum, L.monocytogenes'in HT-29 hiicrelerine yapismasini dnemli dl¢ctide azaltarak, rekabet
yetenegi gostermislerdir>.

Caco-2 hiicre monokatmanlarina yapisan E.coli suslari ile laktobasil suglarinin, yer
degistirme potansiyeli incelendiginde E.coli suslarinin, Caco-2 hiicre monokatmanlarina
onceden yapismasina ragmen laktobasil suglarinin Caco-2 hiicre monokatmanlarina ya-
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pismak icin E.coli suslari ile yer degistirebildikleri belirlenmistir. Bu tlr antagonistik etkiler,
patojenler icin reseptorler tizerindeki buytklikten kaynaklanan engelleme mekanizmasi,
metabolik Grtinlerin (organik asitler, ekzopolisakkaritler) ve bakteriyosinlerin Gretimi gibi
diger inhibe edici mekanizmalarla aciklanabilir. Rouhi ve arkadaglar calismalarinda30
Lpb. plantarum TW57-4'in, L.monocytogenes ATCC 19115'te biyofilm olusumu uzerine
etkisini arastirmiglardir. Lpb. plantarum’un L.monocytogenes gibi patojenik bakterilerin in-
san bagirsaginin epitel hiicreleri ve kolonuna yapismasini ve invazyonunu etkili bir sekil-
de azalttigi ve engelledigi tespit edilmistir.

Sitokinler, pro-enflamatuvar faktorler ve anti-enflamatuvar faktorler dahil olmak tizere
bagisiklik tepkilerini diizenleyebilen ve aracilik edebilen molekiiler habercilerdir. Bu rolleri
sayesinde canli viicudu enfeksiyon ve diger patolojik durumlarla savasabilmektedir®'. Bu
calismada, LAB’in, E.coli suslarinin dislanmasina sebep oldugu sayisal olarak belirlenmis-
tir. Bu calhismanin devaminda dislama, rekabet ve yer degistirme deneyleri sonrasinda
elde edilen Caco-2 hicre kultiiri siipernatant ve lizatlarindan IL-8 (kemokin), IL-10 (anti-
enflamatuvar), TLR4 dizeyleri ELISA yontemiyle belirlenmistir. Laktobasiller tarafindan
tetiklenen Caco-2 hiicrelerinin IL-8 seviyeleri, E.coli suslar tarafindan degistirilememis ve
disuk olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde, rekabet deneylerinde de laktobasil suslari
E.coli suglarinin IL-8 Uretimini 6nemli 6lctide inhibe edebilmistir. Yer degistirme deneyin-
de E.coli kaynakli Caco-2 hiicrelerinin IL-8 Uretimi probiyotik suslar tarafindan énemli 6l-
clide engellenebilmistir. Cao ve arkadaslari®?, laktik asit bakterisi L.paracasei XlI ile tedavi
edilen enfekte farelerde pro-enflamatuvar faktorlerin seviyesinin azaldigini bulmuglardir.
Bu veri calismanin sonuclariyla tutarlilk gostermektedir. Bir baska calismada 19 farkh
laktobasil, bifidobakteri ve stafilokok susu, E.coli O157:H7 str. EDL933 ile enfekte edilmis
HT29 hiicrelerinin IL-8 yanitini diizenleme yetenekleri acisindan degerlendirilmistir. Test
edilen suglardan yedisinin IL-8 yanitinda %30’dan fazla azalmaya neden oldugu goste-
rilmistir. Bifidobacterium adolescentis DSM 20086 susu, EDL933 ile enfekte edilmis hiic-
relerin IL-8 salgilanmasinda yaklasik %50’lik bir azalmaya neden olurken, B.adolescentis
DSMZ 20083 susu IL-8 seviyelerini %15’e kadar azaltabilmistir. LAB, test edilen EHEC
suslarini ayni sekilde etkilememistir. Bu 6rnek, koruyucu etkinin sug 6zgullugina acikca
goOstermektedir12. Bu ve benzeri calismalarda ticari suslarin antagonistik etkilerinin tize-
rinde durulmustur. Fakat onceki calismalarda da gorildigu gibi timor baskilama ya da
yara iyilesmesi gibi konularda tiire hatta susa 6zgii farkliliklar gériilmektedir?33,

Grangette ve arkadaslar calismalarinda®* L.plantarum NCIMB8826 susunun pro-
enflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8) salgilanmasini azalttigini, ayni za-
manda IL-10 dretimini arttirdigini gostermislerdir. Bu immuinomodiilator ozellikler ile
L.plantarum NCIMB8826 susunun bagisiklik tepkilerini modiile edebilecegini belirtmis-
lerdir. Bu calismada da IL-8 seviyeleri dislik bulunurken, IL-10 ortalama seviyelerinin
anlamli olmamakla birlikte yiikseldigi dikkat cekmektedir. Ozellikle MK55 ile DSM, N18-
9 ve N18-2 E.coli kombinasyonlarinin dislama, rekabet ve yer degistirme deneylerinin
hepsinde IL-10 seviyeleri anlaml bir sekilde yikselmistir. Bu deney sonucunda, LAB sus-
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larindan MK55’in E.coli yapismasini inhibe etme yetenekleriyle iliskili olabilecek Caco-2
hicre monokatmanlari tarafindan E.coli kaynakli IL-10 Gretimini dnemli 6lctide arttirabil-
mis oldugu gosterilmistir. Na Li ve arkadaslari yaptiklari calismada3® anne siitiinden izole
edilen L.rhamnosus SHA113’Un, anti-enflamatuvar faktor IL-10 seviyesini onemli dl¢lide
artirdigini ve farelerde E.coli’'nin gida kaynakh enfeksiyonu lizerinde iyi bir terapotik et-
kiye sahip oldugunu gostermislerdir. Tedaviden sonra, hiicrelerdeki anti-enflamatuvar
faktorlerin seviyesinin arttigini belirtmislerdir, bu da bu calismanin sonuclariyla tutarhdir.

Okaryotik hiicreler laktobasil suslariyla temas halinde oldugunda, 6zellikle IL-6, IL-8 ve
IL-10 olmak tizere cesitli sitokinlerin salgilanma diizeylerinde degisiklikler oldugu, lakto-
basillerin etkisi altinda moddile edildigi, benzer veriler ile daha 6nceki raporlarda bildiril-
mistir*®. Calismamizda LAB’larin Caco-2 hiicreleri {izerinde gésterdigi anti-enflamatuvar
yaniti tesvik eden ve pro-enflamatuvar yaniti sinirlayan bu birlesik etki, iltihap yanitlarinin
sinirlandiriimasinda da etkili olabilir. Bagirsak epitel hiicreleri tarafindan sitokin tretimi-
nin probiyotik indiiksiyonunun hem susa 6zgl hem de doza bagh oldugu bilinmektedir.
IL-10 seviyelerindeki farkliligin sebebinin de susa bagh oldugu distintilmektedir.

TLR4, enflamatuvar bir stirecte asir biyime egiliminde olan Enterobacteriaceae ailesi
gibi gram (-) bakterilerinin zarinda bulunan LPS’yi tanimaktadir. Enflamatuvar bagirsak
hastaligi hastalarinin kolon mukozasinda, ytksek Enterobacteriaceae ve Bacteroides kon-
santrasyonlari siddetli inflamasyon ve TLR4 artisi ile iliskilendirilmistir?’. Bu calismada
dislama deneyinde laktobasiller tarafindan tetiklenen Caco-2 hiicrelerinin TLR4 seviye-
leri, E.coli tarafindan tetiklenen Caco-2 hiicrelerinden onemli 6l¢lide disiik olarak bu-
lunmustur. TLR4 miktarinda E.coli suslar eklendiginde artig izlenmis fakat sadece E.coli
suglari bulunan kuyucuklara gore LAB ve E.coli suslarinin birlikte bulundugu kuyucuk-
larda anlamli derecede baskilandigi gorilmdistir. Rekabet deneyinde ise benzer sekilde,
laktobasil suglari E.coli suglarinin TLR4 Uretimini 6nemli 6lclide inhibe edebilmistir. Yer
degistirme deneyinde durum ¢ok farkh degildir. E.coli kaynakh Caco-2 hiicrelerinin TLR4
Uretimi onemli dlciide engellenebilmistir. Bu deney sonucunda, bes LAB susunun tama-
minin E.coli yapismasini inhibe etme yetenekleriyle iliskili olabilecek Caco-2 hiicre mono-
katmanlar tarafindan E.coli kaynakl TLR4 Uretimini hafifletebilmis oldugu gosterilmistir.

Mevcut calismadan elde edilen sonuglar, L.curvatus MK8, Lpb. plantarum MKS55,
L.paracasei MK73, L.fermentum MK77, L.crispatus MK81 probiyotiklerinin bagirsaktaki
patojenik bakteriyel yapismayi (dislama, rekabet, yer degistirme) inhibe edebildiklerini
gostermistir. Ardindan pro-enflamatuvar sitokinleri yukari diizenleyebildigi ve bagirsak-
taki anti-enflamatuvar sitokinleri asagi diizenleyebildigi bulunmustur. Bu sonuclar bu
laktobasillerin antagonistik etkileri hakkinda aydinlatici bilgiler sunarak probiyotik olma
ozelliklerini gliclendirmektedir. Ayrica bu veriler, 6zellikle Lpb. plantarum MK55 susu ol-
mak Uzere kullanilan suslarin faydali etkileri acisindan daha fazla incelenebilecegini ve
gastrointestinal enfeksiyon hastaliklarini kontrol etmek icin yeni bir aday probiyotik ola-
rak sunulabilecegini gostermektedir.
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Bu calismada kullanilan faydali probiyotik suslarinin altta yatan etki mekanizmasini
aydinlatmak, ayrica bu probiyotiklerin enfeksiyon sirecini kesintiye ugratma ve boylece
E.coli enfeksiyonunun neden oldugu insan hastaliklarini dnleme potansiyelini ortaya koy-
mak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha sonraki calismalarda hayvan
deneyleri planlanarak bu konudaki in vivo veriler degerlendirmeye alinacaktir. Klinik ola-
rak kullanim agisindan yeni calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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