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oz

Amag: Probiyotik 6zellikleri ile konakta koruyucu rolleri oldugu distinilen Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei'nin eriskin tip 1 di-
yabet (T1DM) hastalar ve saglikli kontrol gruplarindaki bireylerin bagirsak mikrobiyotasindaki miktarlarinin real-time PCR yontemi kullanarak
saptanmasi ve erigkin T1DM hastalari ve saglikli kontrol gruplar arasinda miktarlar acisindan bir fark bulunup bulunmadiginin belirlenerek, Tip 1
diyabet hastalarinda bu probiyotik bakterilerin &nemi hakkinda bazi verilerin belirlenmesidir.

Yéntemler: Calisma, Ocak 2014-Ekim 2014 tarihleri arasinda, T1DM tanisi almis olan 53 erigkin hastadan ve saglikli kontrol grubunu olusturan 53
saglikl bireyden alinan 106 diski 6rnegi ile gerceklestirildi. Diski 6rneklerinden DNA izolasyonlari gerceklestirildi. Elde edilen DNA'lar L. acidop-
hilus ve L. casei'ye spesifik primerler yardimiyla real-time PCR sisteminde calisildi. Sonuglarin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi ile yapild.
Bulgular: Calismamiza katilan tip 1 diyabet tanili hastalarin ve saglikli bireylerin ortalama yaslan 32,87+12,68'dir. T1IDM hastalarinda saptanan
vicut kitle indeksi (VKI), HbA1c ve aclik kan sekeri dizeylerinin, saglikli kontrol grubuna gére istatistiksel olarak ileri derecede anlamli fark go&s-
terdigi belirlenmistir (p<0,001). Buna karsin, bagirsak mikrobiyotasinda saptanan L. acidophilus ve L. casei miktar saglikli kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli derecede fark géstermemistir (p>0,05).

Sonug: Bu calisma tlkemizde, T1DM tanili hastalar ve saglikli bireylerin bagirsak mikrobiyotasinda L. acidophilus ve L. casei miktarlarinin incelendigi ilk
calismadir. Probiyotik etkinlikleri bilinen bu iki bakterinin tlkemiz erigkin TIDM'lu hastalarinin bagirsak mikrobiyotasindaki miktarlarinda, saglikli kont-
rollere gére fark bulunmamistir. Gériisimuz, T1DM ile bagirsak mikrobiyotasinin birbirini karsilikli tetikleyen déngusu icinde, bu bakterilerin eksikligi ya
da fazlaliginin blytk énem tasimayabilecegdi yéniinde olmustur. Bu durumun, daha kapsamli calismalarla aydinlatilmasinda yarar oldugu kanaatindeyiz.
Anahtar kelimeler: L. casei, L. acidophilus, bagirsak mikrobiyotasi, real-time PCR, tip 1 diyabet

ABSTRACT

Objective: The aim of this study were to determine the amount of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei, which are considered to
have protective roles among the host-gut microbiota due to their probiotic properties, by using real-time polymerase chain reaction (PCR) and
to compare between adult patients with type 1 diabetes mellitus (T1DM) and healthy individuals.

Methods: Between January 2014 and October 2014, a total of 106 stool samples comprising those of 53 adult patients who were diagnosed with
T1DM and those of 53 healthy individuals who presented to an endocrinology clinic were included in the study. DNA was isolated from the stool
samples and analyzed with specific primers for L. acidophilus and L. casei by real-time PCR. Statistical analyses, such as Mann-Whitney U test,
were used to determine the difference among patients with TIDM and healthy individuals.

Results: The mean age of patients with TIDM and healthy individuals participating in the study was 32.87+12.68. A statistically significant
difference was observed in the body mass index (BMI) and levels of HbA1c and fasting blood sugar of patients with T1DM when compared to
those of the healthy individuals (p<0.001). Conversely, no statistically significant difference was observed in the amount of L. acidophilus and L.
casei detected in the gut of patients with T1IDM when compared to that detected in the gut of healthy individuals (p>0.05).

Conclusion: This study was the first to determine and compare the amounts of L. acidophilus and L. casei in the gut of patients with T1DM
and healthy individuals. The amount of these bacteria with known probiotic activities is not different among patients with T1IDM and healthy
individuals, and there is no change in the amount of these bacteria in both the reciprocal triggering cycle of TIDM and gut microbiota. This
situation needs to be clarified with comprehensive studies.
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GiRiS

Tip 1 diabetes mellitus (TTDM), diinya capinda énemli bir sorun
olan ve multifaktoryal karaterli bir otoimmun hastaliktir (1). Gene-
tik ve cevresel faktorlerin kompleks interaksiyonu sonucu olusur
(2). insan bagdirsadi limeninde, 10 mikroorganizma/mL iceren
bir mikrobiyota icermekte ve bu mikrobiyotanin cevresel faktor
olarak diyabet gelisimine, intestinal immun aktivasyon yoluyla
katki sagladigr belirtiimektedir (3, 4). Bagirsak mikrobiyotasinin,
hem dogal, hem de kazanilmig immun sistemin normal gelisi-
minde ana rol oynamasi (5, é), birey icin gerekli ¢esitli metabolik
fonksiyonlara etki etmesi (7), insan ve hayvan modellerinde meta-
bolik hastaliklarin gelisiminde énemli rol oynadiginin gittikce faz-
la oranda gosteren veri alinmasi nedeniyle dikkatler son yillarda
bagirsak mikrobiyotasina yogunlagsmistir (5). Probiyotikler, konak
saghgini arttincr etkileri olan, yasayan canli organizmalar olarak
tanimlanirlar. Probiyotiklerin, in vitro olarak dentritik hicreleri,
makrofajlari, monositleri aktive ettigi ve bdylece immun sistemi
etkiledigi gosterilmistir (8). Lactobacillus spp. Uyeleri arasindan
bircok tdr, ticari probiyotik olarak kullaniimaktadir. Bu tlrler ara-
sinda Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei probiyotik
potansiyelleri kanitlanmis olan turlerdir (9). Bu bilgiler 1s1ginda,
biz de calismamizda, probiyotik 6zellikleri ile konakta koruyucu
rolleri oldugu distndlen Lactobacillus acidophilus ve Lactobacil-
lus casei'nin real-time PCR yontemi kullanarak eriskin T1IDM has-
talari ve saglikl kontrol gruplarinda miktarlarinin saptanmasini ve
erigskin T1DM hastalari ve saglikli kontrol gruplan arasinda miktar-
lar agisindan bir fark bulunup bulunmadiginin ortaya konulmasini
amacladik.

YONTEMLER

Calisma gruplarinin olusturulmasi

Bu calisma, Ocak 2014-Ekim 2014 tarihleri arasinda, Endokrino-
loji Anabilim dali poliklinigine basvuran ve tip 1 diyabet tanisi
almis olan 53 erigkin hastadan ve saglikli kontrol grubunu olug-
turan 53 saglikli bireyden alinan diski érnekleri ile Istanbul Uni-
versitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiltesi, Klinik aragtirma-
lar etik kurulundan onay alinarak (Tarih: 31.10.2013, Karar No:
83045809/30339) Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali laboratuvar-
larinda gergeklestirildi. Calismaya dahil edilen her hasta ve her
saglikh kontrolden yazili onamlar alind.

Veriler analiz edilirken, istatistiksel agidan yanilgi (bias) olusmasini
onlemek amaciyla, drneklem seciminde eslestirme metodu kulla-
nilmistir, bu amagla saglikli kontrol grubu émekleri, hasta grubu
vakalar toplandiktan sonra, bu grup vakalarina yas ve cinsiyet
agisindan bire bir eglestirilen bireylerden alindi. Hasta ve kontrol
grubunda yer alan bireylerin yas araliklarina gére gruplandirilma-
sinda, hastalik kontrol merkezi (CDC)'nin diyabet tanisi alma ora-
nina gore belirledigi yas araliklar dikkate alindi (10).

Tip 1 diyabet disinda bir hastaligi olmayan, obez olmayan, son iki
hafta icinde antibiyotik kullanmamis olan, son bir ay icinde probi-
yotik kullanmamis olan, ergen olan (>18 yas) ve anne ile babasin-
da tip 1 diyabet tanisi olmayan bireyler ¢calismamiza dahil edildi.

Numunelerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Alinan diski 6rnekleri, plastik diski toplama kaplarina alinarak der-
hal laboratuvara getirilmis ve bakterilere ait DNA izolasyon islem-
leri yapilincaya kadar -20°C'de saklandi.

Diski Orneklerinden DNA izolasyonlarinn Yapilmasi

Diski 6rneklerinden bakteriyel DNA izolasyonu, Magna Pure 96
DNA and Viral NA Small Volume kiti (Roche Diagnostics GmBH,
Mannheim Almanya) ve Diski numuneleri transport ve geri kazanim
solisyonu (S.T.A.R.buffer) (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Al-
manya) kullanilarak Magna Pure 96 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Almanya) sisteminde Uretici protokolleri takip edilerek yapildi. Elde
edilen DNA'lar nanodrop spektrofotometre (Nanodrop Technologi-
es, Wilmington, DE, USA) araciligiyla kontrol edilerek, 260 nm’de
konsantrasyonlarinin ve 260/280 nm'de safliklarinin dlcimi yapildh.

Bakteriyel Kontrol Kékenlerinin Uretimi ve Plazmid Standart-
larin Olusturulmasi

Real-time PCR calismalarinda L. acidophilus ve L. casei sonuglari-
nin kontroll igin pozitif kontrol olarak ve ayricaplazmid standart-
larin olusturularak real-time PCR standart egrilerinin olusturulmasi
amaciyla, L. acidophilus icin ATCC 4356 ve L. casei icin ATCC 393
standart kokenleri kullanildi. L. acidophilus ATCC 4356 ve L. casei
ATCC 393 kontrol kékenlerinin Gretimi igin laboratuvarda, zengin-
lestirilmis Schaedler agar besiyeri ve Rogosa agar (RogA) (Fluka,
Sigma isvicre) besiyerlerine ekimler yapildi. Bu besiyerleri anaerop
jarlarda anaerop ortam saglayicilar (Oxoid Anaerogen, BD GasPak
EZ Anaerobe Container System) ile 37°C'de 72 saat inklibe edildi.
Plazmid standartlarin olugturulmasi igin 48 saatlik saf koloniler steril
bir 6ze ile alinip, ayr ayn ependorf tiplerindeki 1 ml'lik sodyum fos-
fat tamponu (PBS) icine inokile edildi. Yogunluklari 1 McFarland’a
gore ayarlandi. Uretilen bu kdkenlerden Bioeksen Ltd (Istanbul,
Turkey) tarafindan hazirlanan plazmid standartlari real-time PCR'da
standart egri olusturulmasi amaciyla kullanildi.

Real-Time PCR Ydntemi ile L. acidophilus ve L. casei Miktari-
nin Tayini

DNA'lardan L.acidophilus ve L.casei miktarlarinin saptanmasi
icin tablo 1'deki Hspé0, groEL bdlgesi spesifik primer ve problar
kullanilarak LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics, Mannheim, Al-
manya) real-time PCR sisteminde, Fast Start Essential Probe Mas-
ter Mix kiti (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) ile
her bir reaksiyona tablo 2'deki reaktif miktarlan yiklenerek tretici
direktifleri dogrultusunda calisma yapildi (11, 12). Her bir reaksi-
yonda 5 ul bakteriyel DNA kullanildi. PCR profili baslangi¢ akti-
vasyon asamasi olarak; 95°C'da 10 dakika, takiben 45 siklus, de-
naturasyon, uzama ve ¢ogaltma asamasi olarak sirasiyla 95°C'da
10 sn, 60°C'da 30 sn ve 72°C'da 1 sn seklinde gerceklestirildi. Her
numune icin deney 3 kere tekrar edildi. Real-time PCR cihazi her
numunenin real-time PCR'da aldigi Cp degerini, plazmid stan-
dartlar aracihgiyla elde edilen standart egriye gére otomatik de-
Jerlendirdi ve bakteri miktarlar 6lctlda.

istatistiksel Analiz

Arastirmamizda Tip 1 Diyabet tanisi almis hastalar ve saglkli bi-
reylerin diski numunelerinden saptanan L.acidophilus ve L. casei
miktarlarinin hasta ve kontrol gruplan arasinda fark gésterip gos-
termedigi Statistical Package for the Social Sciences 20.0 softwa-
re (IBM Corp.; Armonk, NY, ABD) programinda Mann-Whitney U
analizi yapilarak belirlendi.

BULGULAR

Tip 1 diyabet tanisi almig 53 hasta ve 53 saglikli bireyle gercek-
lestirdigimiz bu calismada, hastalarin 28'inin erkek, 25'inin ise ka-
din oldugu belirlenmistir. Calismamiza katilan hastalarin ortalama
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yaslan 32,87+12,68, saglikli kontrollerde hastalarla eslestirilmis
28'inin erkek, 25'inin ise kadin olarak olusturulmustur. Ortalama
yaslari da, hastalarla benzer ve 32,87+12,68'dir.

Saglikli kontrol grubunda ortalama vicut kitle indeksi (VKI)
20,23+1,70 kg/m%iken, TIDM hastalarinda 23,25+1,63 kg/m?
olarak bulunmustur. Ortalama HbA1c saglikl kontrol grubunda
% 4,19+1,11, TIDM hasta grubunda ise %8,69+1,91 olarak sap-
tanmustir. Diger 6nemli bir parametre olan aclik kan sekeri (AKS)
ortalama duzeyi sagdlikli kontrol grubunda 91,0+5,67 mg/dLiken,
T1DM hasta grubunda 133,4+62,44 mg/dL olarak belirlenmistir.

Hastalarda saptanan VKI, HbAlc ve AKS dizeylerinin, saglikh

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ileri dizeyde anlamli fark
gosterdigi belirlenmistir (p<0.001) (Tablo 3).
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Tip 1 diabetes mellitus’lu hasta erkeklerin ve kadinlarin 1 gram
diskisinda bulunan L.acidophilus ve L.casei miktarlar bakimindan
T1DM'lu hastalar ve saglikli kontroller arasinda tim yas grupla-
rinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmis-
tir (p>0,05). Sekil 1 ve Sekil 2'de L. casei ve L. acidophilus igin
yapilan real-time PCR calismasi sonucu alinan ¢codalma egrileri
gorulmektedir.

Calismamizda T1DM'lu hasta ve sagdlikl kontrol grubundaki er-
keklerin digkilarindan izole edilen DNA'larindan yapilan real-ti-
me PCR calismasi sonucunda 1 gram diskida elde edilen log,,
L.acidophilus ve L.casei miktarlarinin ortalama degerleri yas
gruplarina goére incelendiginde, hasta erkeklerde saptanan
L.acidophilus ve L.casei miktari tim yas gruplarinda saglikli kont-
rol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml dizeyde fark gos-
termemistir (p>0,05). Yas gruplarina bakilmaksizin caligmamiza
katilan tim T1DM’lu erkek hastalarda saptanan L.acidophilus ve
L.casei miktarlarinda, saglkli kontrol grubuna gére istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 4).

Ayni sekilde TIDM'lu hasta ve saglkli kontrol grubundaki ka-
dinlann diskilarindan izole edilen DNA'larindan yapilan real-ti-
me PCR calismasi sonucunda 1 gram diskida elde edilen log,,
L.acidophilus ve L.casei miktarlarinin ortalama degerleri yas
gruplarina gore incelendiginde, gerek 19-28, gerekse 31-41 ve
43-56 yas araliklarindaki kadinlarda saptanan L.acidophilus ve
L.casei miktari saglkli kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli dizeyde fark géstermemistir (p>0,05). Yas gruplarina
bakilmaksizin ¢aligmamiza katilan tim T1DM’lu kadin hastalarda
saptanan L.acidophilus ve L.casei miktarlarinda, saglikli kont-
rol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p>0,05, p>0,05) (Tablo 5).

TARTISMA

Dinyada en sik gorilen endokrin hastalk olarak tanimlanan
T1DM, genetik ve cevresel faktorlerin etkisi ile olusan, multifak-
toryel, otoimmun bir hastalik olarak bilinmektedir (1, 2). Son yil-
larda biyoinformatik gelismeler ve ilerleyen molekdler teknikler
toplu yasayan mikroorganizmalar hakkinda kapsamli arastirmala-
rin baglatilabilmesine imkan tanimistir (13).

Ulusal ve uluslararasi kaynaklarda, eriskin TIDM tanisi almis bi-
reylerin bagirsak mikrobiyotasindaki probiyotik etkinlikleri ile
taninan L.casei ve L.acidophilus tirleri hakkinda yayinlanmis bir
veriye rastlayamadik. Ozellikle, eriskinlere ait verileri iceren maka-
leler henlz bulunmadigindan, calismamizdaki bulgularn cocuklar
Uzerine yapilmis calismalara ait verilerle kismen kiyaslayabildik .
Murri ve ark. (2) 2013 yilinda TIDM'lu ¢ocuklarin bagirsak mikro-
biyotasinda Lactobacillus spp. miktarinin kontrol grubuna gore
distk oldugunu, Brown ve ark. (14), ise TIDM'lu 8 cocugun diski
orneklerinde yaptiklari 16S rRNA analizi sonucunda, Lactobacil-
lus spp. miktarlarinin, kontrol gruplarina gére ylksek oldugunu
belirtmislerdir. Bu arastirmacilarin calistiklan olgu sayisi bizim
arastirmamizdaki olgu sayisina gére cok dustk ve kullandiklar
test yontemi, bizimkinden farkli oldugu icin ayrica tir dizeyinde
degil de yalnizca Lactobacillus cinsi dizeyinde bir bilgi sundukla-
rigin, TIDM’lu hastalarin bagirsak mikrobiyotasindaki probiyotik
etkinlikleri ile taninan L. casei ve L. acidophilus turleri hakkinda
kesin kabul gérmus bir sonuca henlz varilmadigi kanaatindeyiz.
Bununla beraber, her ne kadar aragtirmamiz insanlar tzerine veri-
ler icerse de benzer konuda yayinlarin bulunmamasina bagli ola-
rak bulgularimizi yapilmis olan hayvan deneyleri ile karsilastirdik.
Valladares ve ark. (15) diyabet direncli BB-DR sicanlardan izole
ettikleri Lactobacillus johnsonii ile besledikleri diyabet egilimli

Amplification Curves

Amplification Curves




BB-DP sicanlarda normalde 69. glinde saptadiklari T1DM"un 141.
gline kadar gelismedigini ve bu sicanlann ileal mukozalarindan
aldiklari 6rneklerde Lactobacillus tirlerini incelediklerinde bu
bakteri oranlarini yiksek saptadiklarini bildirmislerdir. Arastirma-
cilarin bu verilerine gére bagirsak mikrobiyotasinda bazi Lacto-
bacillus turlerindeki artisa bagli olarak T1DM'un etkilendigi disu-
nllebilir. Bizim arastirmamizda inceledigimiz Lactobacillus turleri
farkli olmakla beraber, TIDM'lu hastalarda saptadigimiz ortalama
L. acidophilus ve L. casei miktarlarinda kontrol gruplarina gére
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigini belirledik. An-
cak L. acidophilus ve L. casei tirlerinin uzun stre BB-DP (diyabet
egilimli sican) sicanlara verilmesi sonucunda ne gibi degisimler
gorllebilecegini belirlemek icin kapsamli hayvan deneyleriiceren
arastirmalar gerekmektedir.

SONUC

Probiyotik &zellikleri ile taninan L.acidophilus ve L.casei'nin
TIDM'lu kadin ve erkek hastalarda, saglikli kisilere gore miktar ba-
kimindan fark géstermemesi, T1DM ile bagirsak mikrobiyotasinin
birbirini karsilikh tetikleyen déngusu icinde, bu bakterilerin yerini
belirlemeye yonelik daha kapsamli arastirmalara gerek oldugunu
gostermektedir. Elde ettigimiz bulgularla kisitli verilerin bulundu-
Ju bu noktaya dikkat ¢cekilmek istenmistir.
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