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OzET

Farkh kalsiyum konsantrasyonlarinin enterotok-
sijenik Bacteroides fragilis kokenlerinin remesi
uzerine etkisi

Amag: Bu calismada kalsiyumun, ¢cinkoya bagimli metalloenzim yapi-
sinda enterotoksin salgilayan Bacteroides fragilis (B. fragilis) kokenleri-
nin Gremesi Gzerine etkili olup olmadigini arastirmak amaglanmistir.
Yontem: Enterotoksijenik B. fragilis (ETBF) bakterilerinden bft1 ve bft2
genleri tasiyan ikiser kdken ve toksini olmayan bir B. fragilis calismaya
alinmistir. Kalsiyum klortir (CaCl,) ve ¢inko klorir (ZnCl,) tuzlarinin
her birinin bu bakterilerin iremesine etkisi kantitatif klttrler ile
arastiriimistir. Bunun icin, gerek normal gidalarla alindiginda, gerekse
gidalara ek olarak, glinde 1 gram kalsiyum alindiginda, barsak iceri-
gindeki kalsiyum konsantrasyonlarini temsil edecek, farkl tuz kon-
santrasyonlariyla hazirlanmis besiyerleri kullanilmistir. Bakterilerin
farkli tuz konsantrasyonlarinda Greme verilerinin istatistiksel analizi
Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testleriyle yapilmistir.

Bulgular: Kalsiyum klorlr tuzlar tim ETBF kokenlerinin Giremesi
lizerine inhibitdr etki yapmistir. Ozellikle yiiksek diizeyde CaCl,, bft2
+ geni taslyan kokenlerin koloni sayisinda belirgin azalmaya neden
olmustur (p=0,002). Istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmamakla
beraber, ZnCl,, tuz bulunmayan kontrol besiyerindeki kiiltiirlere gére
daha fazla sayida koloni olusumuna yol agmistir.

Sonug: Bulgularimiz, kalsiyumun ETBF kokenleri izerine antimik-
robiyal etkisinin olabilecedini géstermektedir; ancak kalsiyumun,
bakterinin enterotoksik etkisinde herhangi bir degisiklik yapip yap-
madiginin arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Enterotoksijenik Bacteroides fragilis, metalloen-
zim, iyonize kalsiyum

ABSTRACT
Investigation of the effect of different calcium
concentration on the growth of enterotoxigenic
Bacteroides fragilis strains

Objective: The aim of the present study was to investigate whether
calcium was effective on the growth of enterotoxigenic Bacteroides
fragilis (ETBF) which produces a zinc-dependent metalloenzyme.
Methods: A total of four ETBF strains (two bft1 +, two bft2 + strains)
and one nontoxigenic Bacteroides fragilis (B. fragilis) were tested.
Individual effects of calcium (CaCl,), and zinc (ZnCl,) chloride salts on
growth of these strains were carried out with quantitative cultivation.
In order to assess potential activities of different salt concentrations
on growth parameters and dose-response profiles of the strains,
media with different salt concentrations which represent the normal
and high dose calcium intake levels as in intestines, were used. The
data were analyzed by using Kruskal Wallis and Mann-Whitney U
tests.

Results: Calcium salts exerted inhibitory effect on the growth
of all ETBF strains; particularly, high level of CaCl, resulted in
significant decrease in the number of bacterial colonies of bft2
+ strains (p=0,002). Although not statistically significant, slightly
more colonies were grown on the culture media with ZnCl, when
compared with the medium without salt.

Conclusion: Our results indicate the presence of an antimicrobial
effect of calcium on ETBF strains, however, whether calcium leads to
a change on the enterotoxic effect remains to be established.

Key words: Enterotoxigenic Bacteroides fragilis, metalloenzyme,
ionized calcium

GiRiS
Normal barsak florasinda bulunan Bacteroides fragilis (B.

fragilis) kokenlerinin bazilar frajilizin adi verilen, aktif bol-
gesinde ¢inko (Zn*?) bulunduran metalloenzim yapisinda

bir enterotoksin salgilamaktadir. Bu enterotoksin, barsak
epitel hiicrelerinde birtakim morfolojik degisikliklere yol
acmakta, 6zellikle kli¢lik cocuklarda ishale neden olmakta-
dir (1). Son yillarda enterotoksijenik B. fragilis (ETBF) koken-
lerinin, bazi kronik inflamatuvar barsak hastaliklariyla iligkisi
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gosterilmistir (2,3).

Frajilizin etkisini, barsak epitel hiicreleri arasinda yer alan,
bir tutundurucu baglanti tipi olan zonula adherens'in ekstra-
selller parcasi E-kaderin'i parcalayarak gdstermektedir.
E-kaderin'in yikilmasiyla hiicre ici sinyal mekanizmalari devre-
ye girmekte, cekirdekte c-Myc gibi birtakim onkojen protein-
lerin ekspresyonu artmaktadir. Bu baglamda, kolon kanseri
olusumunda frajilizinin etkili olabilecegi yoniinde varsayimlar
bulunmaktadir (4-6). Nitekim hastanemiz ve GATA Genel Cer-
rahi Anabilim Dali ile yapilan ortak ¢alismada, kolon kanserli
hastalarin diski 6rneklerinde ETBF pozitifligi, normal kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiksek bulunmustur (7).

Mekanizmasi tam olarak anlasilamamakla beraber,
diyetle diizenli alinan yiiksek doz kalsiyumun (1-1,5 gram/
guin), kolon kanserini 6nledigi tespit edilmistir (8). Kalsiyum
bu etkisini gastrointestinal sistemde safra asitleri ve yag
asitleriyle baglanarak, kalsiyum sabunlari olarak bilinen
¢ozlinmeyen kompleksler yaparak gerceklestirmektedir (9).
Ayrica molekiiler calismalar kalsiyumun, E-kaderin ekspres-
yonunu arttirdigini ve B-katenin/TCF (transkripsiyon faktor-
leri) aktivasyonunu baskiladigini géstermistir (10).

Bu bilgilerin 1s1§inda, ETBF'nin mukoza hiicrelerinde
olusturacadi toksik etkiyi kalsiyumun onaracadi fikri manti-
Ja uygun gelmektedir. Diger yandan “Kalsiyumun bakteri
lzerine dogrudan herhangi bir etkisi olabilir mi?” sorusu da
akla gelmektedir. Literatiirde bu konuda yapilmis herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Calismamizda kalsiyumun
bakteri tiremesine bir etkisinin olup olmayacagi sorusuna
yanit aranmistir. Bu amacla farkli konsantrasyonlarda kalsi-
yum bulunduran besiyerlerinde ETBF kokenlerinin lireme
durumlari arastiriimistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, ikisi standart, licii hastalardan izole edi-
len toplam bes B. fragilis kokeni ¢alisilmistir. Standart koken-
lerden, enterotoksin genine sahip olmayan ATCC 25285 B.
fragilis negatif kontrol, bft2 genine sahip NCTC 11295 B. fra-
gilis ise pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Diger calisilan
bakteriler ikisi kolon kanserli hasta diskisindan Uretilmis
(A18-bft2 geni pozitif, A24 bft1 geni pozitif) kokenler, digeri
ise apseden Uretilmis bft7 + 87-T1 (Prof. Dr. Syndney M.
Finegold, Medical Center West Los Angeles, USA'dan temin
edilmistir.) kokeninden olugmaktadir.

“Skimmed Milk” besiyerinde, -80°C'de stokta tutulan

kokenlerimiz hemin, K1 vitamini ve %5 koyun kani ile zen-
ginlestirilmis besiyerlerine ekilerek, anaerop ortamda,
35-37°C'de, 48 saat inkilibe edilmistir. Bakterilerin kendileri-
ne gelmelerini saglamak igin toplam (¢ kez kilturleri yeni-
lenmistir. Son kiiltlirden 1-2 koloni alinarak K1 vitamini ve
hemin ilave edilen beyin-kalp inflizyon sivi besiyerlerine
ekilmis ve bir gece inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen kiil-
turden 0,5 Mc Farland (102 cfu/ml) bulanikliginda bakteri
slispansiyonu hazirlanmis ve onar kez seri sulandirimlari
yapilmistir. Bu bakteri siispansiyonlarindan 100'er pl alina-
rak, belirli miktar CaCl, ve ZnCl, tuzlarinin ilave edilmesiyle
hazirlanan 6 farkl besiyerine sayim plagi yontemiyle ekile-
rek, 5 gin anaerop ortamda 37°C'de inkiibe edilmistir (9,11).
Calismada kullanilan; Medium Bazal [i¢inde kalsiyum ve ¢in-
ko bulundurmayan temel besiyeri; 1M KH,PO, 33,4 ml, 1M
K,HPO, 66,6 ml, FeSO, (7,3 mg/ml) 1 ml, (NH,),50, 0,4 gr,
glukoz (%5) 2 ml, hemin, K vitamini, B,, vitamini, Na,CO,
(%10) 4 ml, L-Sistein (%5) 10 ml, agar 15 gr, distile su 1lt], ve
Medium Bazal'e mineral tuzu eklenmis besiyerleri: Ca*? (nor-
mal gidalarla alinan kalsiyumun miktari), Ca*? ekstra (nor-
mal gidalarla alinan kalsiyuma ilaveten, giinde 1 gramlik kal-
siyum preparatinin alinmasi halinde kalsiyum miktari), Zn*?
(normal gidalarla alinan ¢inko miktari), Ca**+Zn*? (normal
gidalarla alinan kalsiyum ve ¢inko miktari), Ca** ekstra+Zn*?
(ilave alinan 1 gram kalsiyum preparati ve guinlik ¢inko mik-
tar1) barsaktaki kalsiyum ve cinko miktarlarini temsil edecek
sekilde hazirlanmistir. Barsaktaki kalsiyum ve cinko miktarla-
ri alinan yiyeceklere bagl olarak kisilerde farklliklar goster-
mektedir. Bununla beraber ¢alismamizda genel durumu
yansitan ortalama degerler alinmstir; guinliik gidalarla ali-
nan kalsiyumu temsilen 2,57 gr/L, ilave alinan kalsiyumu
temsilen 4,8 gr/L CaCl,2H,0, giinliik gidalarla alinan ¢inkoyu
temsilen 20,84 mg/L ZnCl, kullanilmistir (9).

istatistiksel analizde, degisik konsantrasyonlarda kalsi-
yum iceren alti farkli besiyerine (MB, Ca*?, Ca*? ekstra, Zn*?,
Ca**+Zn*?, Ca*? ekstra+Zn*?) ekilmis 5 kdkenin tGreme sayI-
lar ayr ayri karsilastinlmistir. Tek bir bakteri susunun 6 fark-
I besiyerlerindeki Greme miktarlari Kruskal Wallis testi ile
karsilastiriimistir. Anlamlilik diizeyi olarak p=0,05 (p<0,05
olmali) kabul edilmistir. Kruskal-Wallis testi ile farkli besiyer-
lerindeki Gireme miktarlari arasinda farklilik saptandiginda,
farkhhgin hangi besiyerlerinde oldugunu saptayabilmek
icin ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapilmis-
tir. Burada anlamhlik diizeyi icin Bonferroni dizeltmesi
geregi p=0,008 olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

Farkli konsantrasyonlarda kalsiyum iceren alti farkli
besiyerlerine ekilen 5 kdkenin tireme durumu degerlendi-
rilmistir. Her bir kdken igin alti 6l¢ciim degerinin minimum,
maksimum, aritmetik ortalama ve standart sapmalari

hesaplanmis, kalsiyum ve ¢inko bulunduran besiyerlerinde
olusan koloni sayisi ile bu mineralleri bulundurmayan Medi-
um Bazal'deki koloni sayilari karsilastiriimistir. Koloni sayim-
lari yapilan kiltirlerin istatistiksel analizi, kokenlere gore
ortalama degerleri ve p degerleri hesaplanarak, sonuclar
Tablo 1'de goésterilmistir.

Tablo 1: Farkli bakterilerin, alti farkli besiyerinde Greme-koloni sayimlarinin (x10° cfu/ml) ortalamalarinin karsilastiriimasi

BESIYERLERI* n Aritmetik Ortalama SS 25. persentil 50. persentil 75 persentil P
Tiim bakteriler
(ATCC harig)
MB 22 151.59 107.98 46.75 130.00 24550 0.002
Ca* 22 85.14 91.67 12.00 64.50 110.00
Ca*? ekstra 22 68.73 98.39 375 18.50 82.75
Zn*? 22 153.95 103.01 55.50 161.50 263.50
Ca*+Zn*? 22 120.23 149.14 12.75 79.50 131.50
Ca*? ekstra+Zn*? 22 85.59 130.37 0.00 20.00 95.50
ATCC, toksin @
MB 6 66.67 71.13 11.00 32.50 156.25 0.453
Ca*? 6 114.83 64.88 68.00 115.50 175.50
Ca*? ekstra 6 51.00 28.44 28.00 47.50 78.75
Zn*? 6 98.33 83.87 10.50 95.50 182.25
Ca*?+Zn*? 6 67.83 46.91 31.25 58.00 114.00
Ca*? ekstra+Zn*? 6 47.33 26.32 20.00 51.00 72.00
NCTC, bft2+
MB 6 73.83 57.13 31.50 43.50 145.50 0.001
Ca* 6 5133 26.60 23.00 53.00 77.00
Ca*2 ekstra 6 14.17 9.28 5.75 11.50 24.75
Zn*? 6 111.83 66.421 28.75 144.50 157.75
Ca*+Zn*? 6 39.17 37.33 11.50 19.50 85.50
Ca*? ekstra+Zn* 6 4.83 5.34 0.75 4.00 7.50
A18, bft2+
MB 5 188.60 76.05 105.50 238.00 247.00 0.001
Ca*? 5 1.20 1.30 0.00 1.00 250
Ca*? ekstra 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Zn*? 5 234.60 50.83 180.00 262.00 275.50
Ca*?+Zn*? 5 7.60 7.02 0.00 11.00 13.50
Ca*? ekstra+Zn*? 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
A24, bft1+
MB 6 83.50 62.31 20.75 79.50 133.25 0.034
Ca* 6 71.00 41.94 40.50 66.00 102.50
Ca*2 ekstra 6 4133 26.46 11.00 51.00 63.50
Zn*? 6 41.67 25.85 10.00 51.00 63.50
Ca*+Zn*? 6 103.83 31.20 71.25 112.00 131.50
Ca*? ekstra+Zn*? 6 73.00 30.70 47.50 73.00 95.50
87-T1, bft1+
MB 5 289.60 7037 251.00 266.00 340.00 0.382
Ca*? 5 226.60 72.13 171.13 250.00 270.00
Ca*? ekstra 5 235.75 58.76 186.00 252.00 277.50
Zn*? 5 258.60 58.180 199.50 284.00 305.00
Ca*?+Zn*? 5 349.80 147.55 202.50 420.00 462.00
Ca*? ekstra+Zn*? 5 283.20 141.52 155.00 323.00 391.50

*Alti farkli besiyerinde Gremeleri (koloni sayimlari) 6lciilmiis ve ortalama koloni sayimlari Kruskal Wallis testi ile karsilagtiriimistir.

**Caligmada kullanilan, barsak ortamini yansitacak besiyerleri: MB: Medium Bazal, Ca** Normal gidalarla alinan kalsiyumun miktari, Ca*2 ekstra: Normal gidalarla alinan

kalsiyuma ilaveten, giinde 1 gramlik kalsiyum preparatinin alinmasi halinde kalsiyum miktari, Zn*2: Normal gidalarla alinan ¢inko miktari, Ca**+Zn*2 Normal gidalarla alinan

kalsiyum ve ¢inko miktari, Ca*? ekstra+Zn*? ilave alinan 1 gram kalsiyum preparati ve giinliik cinko miktari.
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Tablo 2: NCTC 11295 B. fragilis kokeni icin ayn ayri, ikili Greme
ortamlarindaki koloni sayimlarinin karsilastiriimasi

Tablo 3: bft2+ A18 bakterisi icin ayr ayri, ikili Greme ortamlarindaki
koloni sayimlarinin karsilastiriimasi

n P degeri ( 2 yonlii)
NCTC bft2+
MB 6 0.631
@32 6
MB 6 0.004
Ca*? ekstra 6
MB 6 0.470
Zn*? 6
MB 6 0.109
Ca*?+Zn*? 6
MB 6 0.004
Ca*? ekstra+Zn*? 6
Ca*? 6 0.020
Ca*? ekstra 6
(@3g2 6 0.109
Zn*? 6
Ca®? 6 0.423
Ca*+Zn*? 6
Ca*? 6 0.004
Ca*? ekstra+Zn*? 6
Ca*? ekstra 6 0.006
Zn*? 6
Ca*? ekstra 6 0.229
Ca*+Zn*? 6
Ca*? ekstra 6 0.030
Ca*? ekstra+Zn*? 6
Zn*? 6 0.025
Ca*+Zn*? 6
Zn*? 6 0.004
Ca*? ekstra+Zn*? 6
Ca*+Zn*? 6 0.010
Ca*? ekstra+Zn*? 6

Ek kalsiyum miktarinin bft2 geni tastyan NCTC 11295 ve
A18 B. fragilis kdkenleri tizerine inhibitor etkisi kalsiyum
bulundurmayan ortama gore istatistiksel olarak anlaml
derecede yuksek bulunmustur. Bu iki bakterinin, besiyerle-
rindeki koloni sayilarinin ortalamalari Mann-Whitney U testi
ile karsilastirlmistir. Bonferroni diizeltmesi yapildigindan,
burada anlamlilik diizeyi olarak 0,008 kabul edilmistir (Tablo
2,3).

A24 bakteri susunun alti farkli besiyerindeki koloni
sayimlari karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmustir (%, =12.024, SD=5, p=0.034) (Tablo
1). Farkliligin hangi besiyerlerinden kaynaklandigini bula-
bilmek icin Bonferroni diizeltmesi yapilarak, ikili ortamlar-
daki koloni sayilan karsilastiriimistir, ancak hicbir ikili karsi-
lastirmada anlamli farkliik saptanamamistir (Man-Whitney
U testi). Bu sonug, her bir farkli besiyeri icin 6l¢lim sayisinin
sadece 6 olmasi, 6lcimlerin standart sapmalarinin ¢ok
buyuk olmasina bagh olabilir.

n P degeri ( 2 yonlii)
A18 bft2+
MB 5 0.009
Ca*? 5
MB 5 0.005
Ca*? ekstra 5
MB 5 0.175
Zn*? 5
MB 5 0.009
Ca*?+Zn*? 5
MB 5 0.005
Ca*? ekstra+Zn*? 5
Ca*? 5 0.054
Ca*? ekstra 5
Ca*? 5 0.009
Zn*? 5
Ca*? 5 0.332
Cat+Zn*? 5
Ca*? 5 0.054
Ca*? ekstra+Zn*? 5
Ca*? ekstra 5 0.005
Zn*? 5
Ca*? ekstra 5 0.054
Cat+Zn*? 5
Ca*? ekstra 5 1.000
Ca*? ekstra+Zn*? 5
Zn*? 5 0.009
Ca*?+Zn*? 5
Zn*? 5 0.005
Ca*? ekstra+Zn*? 5
Ca*+Zn*? 5 0.054
Ca*? ekstra+Zn*? 5

TARTISMA

Onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olan kolon
kanseri, glinimiizde gastrointestinal sistem kanserleri icin-
de goriilme sikhgi agisindan birinci sirada yer almaktadir
(12). Yiiksek miktarda kalsiyumun, kolonda adenom rekiir-
rens riskini azalttigi caismalarla gosterilmistir (13). Meka-
nizmasi tam aciklanmis olmamakla beraber kalsiyumun,
E-kaderin ekspresyonunu arttirarak, hiicresel sinyal aktivas-
yonunu baskilayarak etkili olabilecegi gosterilmistir (10). Bu
sebeple koruyucu etki elde etmek icin kisinin glinlik 1-1,5
gram ek kalsiyum preparati almasi dnerilmektedir (8).

Kalsiyumun E-kaderin ekspresyonunu arttirdidi bilgisin-
den yola ¢ikarak, ETBF'nin E-kaderin Uizerinde yaptigi yikimin
kalsiyumun onarici etkisiyle giderilebilecegi, dolayisiyla uzun
vadede kanser olusumunun onlenebilecegi diistinlebilir.

Literatlirde kalsiyumun bazi bakteriler Gizerine antimikro-
bik etkide bulundugunu, bazi bakterilerin ise iremesini veya
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viriilansini arttirdigini saptayan calismalar mevcuttur. Ure-
meyi arttinci etkisi hiicre duvan yapisinda olusturdugu stabi-
lizasyona baglanmistir. Antibiyotik etki ise daha ¢ok besinle-
rin saklanmasinda yiiksek dozda kalsiyum kullaniimasi ile
gerceklesmistir (14,15). Ancak, kalsiyumun ETBF tGremesine
etkisini arastiran herhangi ¢alismaya rastlanmamistir.

Bu calismada, ikisi bft2 (NCTC 11295, A18), ikisi bft1 geni
tasiyan (A-24, 87-T1) toplam 4 ETBF kokeni ve negatif kontrol
amaciyla toksin tiretmeyen bir B. fragilis (ATCC 25285) kokeni
kullanilmistir. Kokenler, normal beslenme durumunda veya
ek kalsiyum alindiginda barsakta bulunabilecek ortalama
kalsiyum miktari ve giinltik ¢cinko miktari goz 6niine alinarak
hazirlanan besiyerlerine ekilmis ve elde edilen kdlturler
degerlendirilmistir. Ek kalsiyum iceren besiyerlerinde, bft2
geni tastyan iki kokenin koloni sayisi, kalsiyum bulunmayan
Medium Bazal'e gore anlamli sekilde disik bulunmustur
(NCTC, p=0.004, A18; p=0.008). Diger bakterilerin koloni
sayisi da diistik olmakla beraber, istatistiksel agidan anlaml
bir fark bulunamamistir. Benzer sekilde, bft2 genine sahip bu
iki koken, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, ¢in-
ko bulunduran ortamda daha fazla koloni olusturmustur.
Bununla beraber ¢inko bulunan besiyerinde ek kalsiyum
varliginda koloni sayisinda yine anlamli dustsler gorilmis-
tur. Bu durumda ek kalsiyumun, ¢inkonun tiremeyi arttirici
etkisini de baskiladigini soyleyebiliriz (Tablo 1).

Sonuclarimiza gore ek kalsiyumun, bft2 bulunduran
ETBF kokenleri (izerine antimikrobik etkide bulundugu,
ancak diger bakterilerin Gremesini etkilemedigi gorilmek-
tedir. Benzer etkinin barsaktaki ETBF kokenleri lizerinde
oldugunu varsayarak, kalsiyumun gerek bozulmus
E-kaderin ekspresyonunu onararak, gerekse bakterinin
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¢ogalmasini inhibe ederek ETBF'nin onkojenik etkisini azal-
tabilecegini sdyleyebiliriz.

ETBF'de bft1, bft2 ve bft3 genlerinden kopyalanan i tok-
sin varyanti (BFT1, BFT2, BFT3) tanimlanmustir. BFT2'nin daha
yUksek toksik potense sahip oldugu, hiicre kiltlri deneyleri
ile gosterilmistir. BFT2 toksini salgilayan kdkenlerin cocuklar-
da, eriskinlere gore nispeten daha fazla ishal olusturdugu
anlasilmistir (16-17). ETBF kdkenleri cogunlukla BFT1 salgila-
maktadir, BFT1'in toksik etkisi BFT2'den az ancak BFT3'ten
daha fazladir. BFT3 bati toplumlarinda bulunmayip, Uzak
Dogu Ulkelerinde goriilmektedir (18). Kolon kanserinin
genellikle bir ileri yas hastaligi oldugu ve bu yas grubunda
genellikle bft1 genitasiyan kdkenlerin bulundugu géz 6niine
alinirsa, literatir bilgileri ve sonuclarimiza gore, ek alinacak
kalsiyumun barsakta bulunan ETBF kdkenlerinin tGiremesine
etki yapmayacadi, ancak toksininin E-kaderin Gzerindeki
hasarlandirici etkisini onarabilecegi sdylenebilir.

Elde ettigimiz veriler, guinltk tlketilen ek kalsiyum mikta-
rinin in vitro kosullarda bazi ETBF kékenlerinin Gremesini bas-
kiladigini gostermistir. Literatiirde bu konuda yapilmis her-
hangi bir calismaya rastlanmamistir. Sonuclarimiz, yeni calis-
malara 151k tutacak yararli veriler sunmaktadir, ancak daha
fazla koken ile yapilan calisilmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kalsiyumun, bakterinin toksik 6zelliklerinde ya da salgilanmis
toksinin fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklik yapip yap-
madigi yoniinde ileri aragtirmalarin yapilmasini 6nerebiliriz.
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