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1. GIRIS VE AMAG

Milattan 6nce 2000 villarina kadar uzanan bir éykiist olan titinin Avrupa'da -
taninmasi, 1492 yilinda Kristof Colomb'un Amerika kitasina seferi ife olmusgtur. Keyif
verici bir madde olarak kullanilan titanan, 20. yizyil baglannda kagida sarlarak
fabrikalarda Gretilmesi, aligkanlidin hizla yayiimasina neden olmustur. Tutln ve
grinlerine  karsi, dedisik zamaniarda nedeni tam acik olmayan vyasaklar
uygulanmistir. Ancak, 20. yUzyll ile birikte bu yasaklar ve sigara kargiti faaliyetler,
saglkla ilgili bilimsel verilere dayandinimaya baslamistir. ik kez 1938 yilinda
Raymond Pearl, yasam siiresi ile sigara arasinda istatistiki bir iligki oldugunu ortaya
koymustur.

Sigara icimi, énemii bir saghk problemi olarak kabul edilmektedir. Sigara
icenlerde bagta akcifer hastaiklan olmak UGzere koroner kalp hastald,
serebrovaskiiler hastalikiar, periferik damar hastaliklarl, (lser ve osteoporoz gibi
hastaliklar sik olarak gérimektedir.

Solunum sistemi ile ilgili clarak sigaranin; kronik brongit, amfizem ve akciger
kanserleri basta olmak (zere, solunumsal infeksiyoniarda da artisa neden oldugu
bilinmektedir (1-9). Calismalar, bakteriyel invazyonun ilk agsamasi olan adherensin,
sigara icen insanlarda arthi@int ve bu artisin da orofaringeal kolonizasyon ve
solunumsal infeksiyonlarda artis ile birlikte oldugunu géstermektedir (10-13).

Sigaranin bakteriyel adherensi  arttirdiini ve infeksiyonlara yatkinhk
olusturdugunu bildiren galigmalar kronik, uzun sireli sigara igimi Gykisl olan
gonillilerde yaptimigtir (10,11,13). Dolayisiyla saptanan adherens artiginin kronik
sigara icimi ile iligkili olabilecek konakg! hiicrelerindeki olasi yapisal ve / veya



fonksiyonel degisikiikiere mi, yoksa sigara dumaninin dogrudan etkisine mi bagi
oldugu ac¢ik degildir.

Bu caligmada, hi¢ sigara icmemis géntillilerden alinan, kronik sigara igimiyle
iligkili olasi degisiklikleri tagimayan epitel hicreleri kullanilmis ve  Streptococcus
pneumonia ve Escherichia coli adherensinin akut sigara dumani maruziyeti ile
degisip degismedigi aragtinimigtir.



2. GENEL BiLGILER

BlGtin infeksiyon hastalkiart, kana dogrudan inokile olanlar harig,
mikroorganizmanin deri veya mitkkdz membraniara  (solunum, sindirim ve
genitoliriner sistem mukozasina) kolonize olmasi ile baslar. Kolonizasyon degigik
sekillerde sonuglanabilir;

1. Alinan mikroorganizma konagi hicbir sekilde etkilemeden uzakiasgtiriir. Bu
durum gegici kolonizasyon olarak bilinir.

2. Koionizasyon kalici olabilir ve kolonize clan mikroorganizmalar vicut
ylzeyinde ¢ogalabilir. Kolonize olan mikroorganizma vicutta bagisikhk olugturabilir
ki bu durum infeksiyon ofarak bilinir.

3. infeksiyona neden olan mikroorganizmanin (remesi veya metabolik
Griinleri ile kisinin dokulanna zarar verecek diizeyde reaksiyon olugturmasi hali ise
infeksiyon hastalig olarak bilinir (14).

Kolonizasyon sik gézienen bir olaydir ancak infeksiyon hastali§t daha
nadirdir. Yani kolonize olan her mikroorganizma viicutta mutlaka bir infeksiyoz
hastalik clugturmayabilir.

infeksiydz progesin onlenmesi icin konakgl, oldukca effektif savunma
mekanizmaiarina sahipti. Bu mekanizmalar dogal savunma mekanizmalar
(6ksluruk, mukosilier aktivite, yutma, sivi akimt gibi non-spesifik savunma
mekanizmalar) ve kazaniimig bagigiklik (hucresel ve humoral immdinite) olarak iki
béliime aynimaktadir. Omegin; stirekli olarak, birgok solunumsal patojeni de iceren
mikroorganizma inhale ediligi halde, saglkl insanlarin alt solunum yollari sterildir ve



bakterilerce kolonize edilmemistir. Solunum yollarinmn bu sterilitesi, belirtilen defans
mekanizmalar: ile saglanir (15-18).

Savunma mekanizmalarinin gegu (dodal savunma mekanizmalari), genellikle
figili mikroorganizmaya spesifik degildir. Ciltteki komifiye epitel ve sekresyonlarin
akigi gibi mekanik bariyerler yaninda, mide ve mesanenin asidik ortami da kimyasal
bir bariyer olusturarak infeksiydz olayin olugsumunda o&nleyici gérev Ustlenirer.
Bunlar yaninda ©&kslrik, gag refleksi gibi bazi davranigsal ve nérolgjik
mekanizmalar da alt solunum yollarinin infeksiyonlardan korunmasina yardim
ederler. Ayrica mukozal yuzeylerde mevcut normal mikroflora da patojen
bakteriterin buraya yerlesimini giclestirir (19).

Vicut hiimoral ve hicresel imminiteden olusan (kazanilmis bagigiklik
sistemi) spesifik bazi savunma mekanizmalarina da sahiptir. Barsak mukozasi,
nazal mukoza ve dider bblgelerde mevcut makrofaj ve lenfositler dis cevreyle temas
halindedir ve savunmada etkin rol Ustlenirler (19).

Belirtilen savunma bariyerierini  agabilen patojen mikroorganizmalar,
konakgida kolonize olabilmekte ve arkasindan hastalik olusturabiimektedir. Ancak
bunun i¢in mikroorganizmanin kolonizasyondan bir dnceki ve ilk basamak olan
adherens iglemini gergeklestirmis olmasi gerekmektedir.

2.1. Tanim

Mikroorganizmalarin  hicrelere ve dijer yizeylere baglanmasi islemi
adherens olarak bilinmektedir. Adherens, mikroorganizmanin konakgt ile ilk
etkilesimi ve mikrobiyal invazyonun itk agamasidir (20-21).

Mikroorganizmalarin  konakgiya baglanmasinda rol alan ve adherensi
yGniendiren ylzeyel mikrobiyal molekiller veya organellere de adhesin
denilmekiedir. Reseptorier ise, adhesinlerin bagiandi§i konakgl molekulleridir. Bir
adhesin birden fazla resepttre sahip olabilecegi gibi, bir reseptér de birden fazia
adhesin tarafindan taninabilmektedir (20-21).



2.2. Tarihge

ik kez Guyot 1908 tarhinde, bakterilerin eritrositiere baglanarak
hemaglitinasyona neden oldukiarini  ileri sirmUgtir. Bakteriyel adherense tip
alaninda ilgi, 1955 yiinda Duguit ve arkadaslarinin, baz: gram negatif basillerin
ylizeyel filamentdz yapitan ile intestinal hiicreiere baglandiklarini gdsteren yayinlan
ile baglamigtir. Daha sonra 1970 'lerde Gibbons ve van Houte, bakterilerin degisik
oral ylzeylere selektif olarak tutunmasinin bazi dental hastaliklara neden oldugunu
belirimiglerdir (20-21).

2.3. Adherens Mekanizmasi
Sivi ortam i¢erisinde bulunan objeler, ayni ortamda sUspanse halde bulunan

mikroorganizmalar dahil, tom partikilleri kendi y{zeylerine dogru cekerler.
Derjaguin ve Landau ile Verwey ve Overbeek (DVLO teorisi) bu etkilegimi, sivt
ortamda bulunan objeler etrafinda mevcut olan termodinamik stabilitenin iki
pozisyonu ile agiklarlar. Solubl partikllierin ylzeylere tutunmasinda, iki disik
potansiyel enerji noktasi mevcuttur. Hlcre ylzeyine en yakin olan distk ener
noktas! "Primer Enerji Minumumu® olarak bilinir. YUksek bir enerji bariyeri ile
primer minumumdan aynian ve hucre yUzeyinden daha uzakta bulunan eneri
noktasina jse "Sekonder Enerji Minumumu™ denir. Sekonder minumumun enerji
seviyesi, daima primer minumumdan daha ylksektir (21). |

Yergekimi, kemotaksis, London van der Waals kuvvetleri, elekirostatik
kuvvetler ve ylzey gerilimi gibi fiziksel veya kimyasal kuvvetlerin etkisi ile, uzak
mesafede bulunan partikiiide bir cekme kuvveti ofusur. Ancak partikiil daha yakin
mesafeye geldiginde, her iki partikiiliin ylzeyindeki negatif elektriksel yik ve diger
kuvvetlerin etkisi ile, partikiller arasinda  bir itme kuvveti dogar (21).

Sonug olarak, itme ve gekme kuvvetleri arasindaki denge nedeniyle partikiil,
sekonder minumumda tutulur. Partikillerin bu sekilde sekonder minumumunda
toplanmas) hali absorbsiyon veya docking olarak bilinir. Ylzeylere tutunmada ilk
faz olan bu non-spesifik absorbsiyon fazi reversibildir (20-21 ).



Eger partik{l itme kuvvetierini yenebilirse, yiksek enerji bariyerini agip primer
enerji minumumuna ulagir, daha gicll ve kisa mesafede etkin kuvvetlerin etkisi ile
yuzeye baglamr. PartikGllerin bu sekilde sekonder minumumdan ayrilip, primer
minumuma girmesi iglemi adherens olarak bilinmektedir ve bu bagdlanma
irreversibildir. Partikiil burada; kovalent, hidrojen, iyonik ve hidrofobik baglanma
kuvvetlerinin etkisi altindadir (21).

Sekonder minumumunu, primer minumumdan ayiran enerji bariyeri degisik
sekillerde agilabiiir.  Sivi bir ortamda, &émegin  bir mukozal ylzeyde,
mikroorganizmanin ylzeysel hidrofobisitesi, onun &karyotik hiicre membraninin
liyofilik bolgeleri ile yakin iligki kurmasina neden olur. Ek olarak bazi
mikroorganizmalar sfime gibi polimerik yapiian extrete ederler. Konakgi ylzey bu
yapiiar abscrbe eder ve ylizeyine yapigtirir (21).

Burada en ilgi ceken yapilar adhesiv ylzey yapilan (adhesinier) dir. Kigik
yapifarina ragmen, adhesinler konakg! ylzey ite mikroorganizma arasinda kdpri

olustururiar (21).

2.4. Adhesinler ve Reseptdrier

Adhesinler konak¢: dokularina  tutunmayi saglayan mikrobiyal ylizey
yapilandir ve hiicre ylzeyindeki spesifik reseptdriere baglanirar. Genellikle
adhesinler, sadece 6zel reseptérieri taniriar ve bu reseptériere baglanma oldukga
spesifiktir. Adhesinlerin reseptdrie baglanmasi, bir antijenin antikorla baglanmasi
veya bir karbonhidratin lectin ile baglanmasina benzerdir (14,21). Mikrobiyal
adhesinler tablo 1'de veriimistir (22).

Adhesinlerin baglandig!, konakel hiicre yuzeyindeki reseptérier genellikle
glikoprotein ve glikolipid gibi karbonhidrat igeren molekillerdir. Adhesinler ise
genellikle mikfoorganizma yuzeyinde yer alan protein nitelikli yapilardir. E. coif
Uropatcjenik ve enteropatojenik subtipleri, adherens mekanizmasinin en iyi
calisildigi bakterilerdendir. Bu suglar siklikla adhesyona destek olan ve fimbria
veya pili olarak adlandirilan ytzey yapilanini tagirar. Tip | fimbria tasiyan E. colj,
hitcrelere hiicre ylzeyinde bulunan mannoz sensitif ve mannoz rezistan ligandlar



Tablo 1. Mikrobiyal adhesinler ve sinifiandirimasi

1. Lectinler » Sialik asit baglayan (Orthomyxovirus)
» Galaktoz baglayan (Entameoba histolytica)
* Galaktosilserebrosid baglayan (H/V gp 120/gp 41)
» Trans-sialidaz baglayan (Trypanosoma crﬁsi)

2. Fimbria (pif) P, S, tip 1, K-88, K-99, CFA-1 ( E.Coli )
¢ Tip 4 (Neissenia gonorhea)
e Tip 1 (Salmonella)
e Tcp (V. Chlorea)

3. Non-fimbnial ¢ Inv ve Ail proteinleri (Yersinia )
bakteriyel adhesinler e Pertactin (B. pertussis)
» P1 sitoadhesin (M. pneumonia)

» Fibronectin baglayan protein (Treponema pallidum)

4. Lipid » Lipoteikoik asit (Strepfococcus pyogenes)
» Lipofosfoglikan (Leishmania)

5. Glikozaminogiikan

Heparin-sulfat benzeri glikosaminoglikan
(Chlamidia trachomatis)

6. Viral kapsid VP 1P 3 (Rhinovirus)
proteinieri ¢ VP1 (Aphtovirus)

7. Mekanik  Tutunma diski (Giardia lamblia)




vaéutasnyla baglanir ve bu fimbrianin diger adhesinlerle herhangi bir iligkisi yoktur.
Vibrio, pseudomonas, moraxella ve bacteroides gibi diger bircok gram negatif
bakteri de fimbria tagimaktadir. Gram pozitif organizmaiarda ise ylzey fibrilleri
mevcuttur. S. pneumonia epitelyal hicreler Gzerinde bulunan spesifik
karbonhidratlara baglanmaktadir. Pnomokokkal hiicre duvart ile, hiicre yizeyindeki
reseptdr arasinda kdépru goérevi goéren protein benzeri bir adhesin molekUl( tarif
edilmigtir (23-25). Bazi mikroorganizmalar dig membran proteinleri ile (érnegin
gonokoklar), bazilan da salgilanan ama bakteri ylzeyi ile gevsek bir sekiide bagli
kalan proteinler ile (6megin Bordotella pertussis) konak hiicresine tutunabilir.
Asadida tabloda bazt mikroorganizmalara ait adhesinler ve konak hicre
reseptorien veriimistir (14,20,21,26),

Tablo 2. Bazt mikroorganizmalara ait adhesinler ve buniaria ilgili hilcre reseptorieri

Adhesin Hiicre reseptdrii

Bakteri

M. pneumnonia

Protein P1 ¢ Siyalik asit

S. pneumonia s Yizey proteini + GlIcNAc1-4Gal veya GalNAc1-4Gal
iceren glukokonjugatiar
S. pyogenes e LTA-M protein . Fibronecﬁn
B. pertussis o Pertaktin * Sterol?
E. Coli ¢ Fimbriya (P,S, + Mannoz, siyaloglikoprotein v.b
Tip 1,CFA/1,CFA/2)
Virus
Rhinovirus e VP1/VP2 e ICAM-
Orthomyxovirus  « Hemaglitinin + Siyalik asit

(influenza virusu)




2.5. Tropizm

Bazi mikroorganizmalar karakteristik olarak belli béligelere kolonize oluriar.
Dokularda mikroorganizmanin yapismasini  sadlayan reseptériere badlanma
oldukca spesifiktir. Bu reseptériere baglanma uygun adhesin varligina baghdir. Bu
da mikroorganizmanin baz dokulara kolonize olurken, bazilanna da
baglanamamasina neden ofur ki bu durum doku tropizmi olarak bilinir. Omegin,
Streptococcus pyogenes, nazofarinks ve deride bulunurken, E. coli genitoliriner
sistem infeksiyonlarinda sik rastlanan bir ajandir ve nazofaringeal kaviteye nadiren
kolonize olur . Yine mikroorganizmalarin konakg dokularina selektif adherensine ait
literatiirde degisik 6mekler mevcuttur (16,20,27-29). Mikrobiyal adherens ayni
zamanda tire de spesifiktir. Ornegin, rhinovirus kapsid proteinleri insan hiicre
reseptbrierine adhere olurken fare hicre reseptérierine adhere olmaz (24).

2.6. Adherensi etkileyen faktérler

influenza virusu infeksiyonu sonrasinda S. aureus, H. influenza ve S.
pneumonia gibi ajaniarla sekonder pnomonilerin daha fazla gortldigi bilinmektedir.
Bu, olasilikla viral infeksiyoniar sirasinda mukozal hiicrelerede olusan degisikliklere
baglt olarak gelisen adherens artigi ile ilgilidir. Nitekim calismalar, viral
infeksiyonlarin bakteriyel adherensi arttirdigini géstermektedir (4,30-32).

Sigara icen insanlarda yapilan ¢alismalarda, bakteriyel adherensin arttirdigi
gosterilmistir. Sigara icen genc sagliklilarda, S. pneumonia adherensi artmis
bulunurken, sigara igen kronik brongitllerde ise H. influenza adherensi artmig
olarak bulunmustur (10,11). Yine bir caligmada, glinde 1 paket Gzerinde sigara icen
insanlarin yaklasgik yarisinda trakeal kolonizasyon saptanmistir (13).

Mikroorganizmanin baglandi§ hiicre tirli de adherenste onemlidir. Bir
galigmada Pseudomonas aeruginosanin silli hiicrelere, buccal epitel hiicrelerinden
daha fazla tutundugu gbstenilmigtir (12). Sklavounou ve Germanie tarafindan
yapilan bir galismada da oral Streptokoklarin keratinize epitel hilcrelerine, non-
keratinize hiicrelerden daha fazla tutundugu gosterilmigtir (33).
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Koma, hipotansiyon, trakeal intlibasyon, asidoz, postoperatif dénem,
antibiotik kullanim: gibi ciddi hastalik durumiarinda, hastalarin yarisindan fazlasinda
orofarinkste gram negatif ajan kolonizasyonu olmaktadir (32,34,35).

Solunum mukozasinda KOAH 'l hastalarda oldugu gibi, yaygin mukozal
lezyonlarin bufunmasi bakteriyel adherensi arttirabilir (17,36).

Adherens, ilgili patojen mikroorganizmanin konak¢! dokularina baglanabilme
yetenedi ile de ilgilidir. Bir c¢alismada S. pyogenes’in faringeal hicrelere
S. pneumonia’ dan daha iyi adhere oldugu gésterilmistir (37).

Adherensin, ortamin isisi ve  pH'si  yaninda, konak¢: hucre ile
mikroorganizmanin karsi karglya kalma siresi ile de iligkili oldugu bilinmektedir
(21,38).

2.7. Adherensten korunma

Adherens, mikrobiyal invazyonun ilk agamasidir. Mikrobiyal kolonizasyon ve
infeksiyon hastaliginin  olugumu i¢in  gereklidir. Ancak adherens, bazan
mikroorganizmanin zararina olur. Ormegin adhere olan mikroorganizma fagositlerce
sindiriip yok edilebilir. Bu durumdan kurtulmak icin mikroorganizmatar ylizey
karakteristiklerini degigtirebilirler. Bunu g sekilde gergeklestirebilirler (21);

a. Mikroorganizma kendi adhesinlerinin Uretimini durdurabilir.

b. Mikroorganizma adhesinlerini  bir kapsil ile ortebilir. Coduniukia
polisakkarit yapida olan kapsilier, ayrica non-spesifik fonksiyonlara sahiptirler.
Kapsiiller, partikl ylizeyindeki negatif ylk dansitesini arttirarak, itme kuvvetlerinde
artisa neden olurlar. Kapstt, hidrofilik ézelliktedir ve hidrofobik ylzeyleri Grterler.
Ayrica kapsliller ylizeyel antijenik veya komplemani aktive eden yapilar
maskeleyebilirler.

¢. Mikroorganizmalar konakg! proteinlerini absorbe ederek kendi ylizeylerini
degistirebilirler.

Adherens dzelligi mikroorganizmadan mikroorganizmaya degigebiimekle
birlikte, genel prensipleri benzerdir.
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2.8 Antiadhesiv tedavi

Bircok adhesin-reseptdr sisteminin tanimianmast sonrasinda, infeksiyonlarin
baglamadan &nlenmesine yoénelik antiadhesiv proflaktik ¢aligmalar (zerinde
durulmaya basglanmigtir. Etkin proflakiik stratejilerin  geligtiriimesine yénelik
calismalar 3 kisimda toplanmaktadir (20,21);

a. Imminizasyon (aktif ve pasif agilar dahil)

b. Antimikrobiyal tedavi

¢. Reseptdr analoglan

a. immiinizasyon: Bakteriyel adhesinierin identifiye ve piirifiye edilebilmesi
ile, adhesin agilar gelistiriimigtir. Bu asitarin etkin olabilmesi igin, olugan antikorlarin
ifgili dokuda meydana gelmesi gereklidir.

Imminizasyon denemeleri, enterctoksijenik £. cofi diaresine kargi etkin
aslianin geligtiriimesini saglamigtir. Haien veterinerlikte kullanimakta olan ve K-88
antijeni iceren plrifiye fimbrial agi, gebe domuziarin yavrularini ishalden korumak
amactyla kulianiimaktadir (20-22).

b. Antimikrobiyal tedavi: Dokulara adherens antibiyotiklerle de bloke
edilebilir. Subinhibitér konsantrasyonlarda antibiyotikler, birgok biyolojik fonksiyonu
ve bakteriyel ylzey adherens yetenenigini etkiler. Bu etki, bakteriyel adherens ve
infeksiyonu dnlemek igin kullanilabilir (39).

c. Reseptdr analoglari: Aranson ve arkadasglar caligmalaninda, bir
reseptor analogu olan monnozu intravezikiler olarak uygulamiglar ve bunun E. coli
kolonizasyonunu azaitigini géstermiglerdir (20,21).
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3. MATERYAL - METOD

3.1. Dondr Segimi
Caligmaya aktif ya da pasif sigara igicilidi ve solunumsal  bir hastaligl
olmayan, 20 'si erkek ve 10'u bayan olmak {izere toplam 30 saglikli donér alindl.

3.2. Hiicre Ornekierinin Hazirflanmasi

Buccal epitel hicreleri (BEC), donérierin yanak mukozasi steril metal bir
abesleng ile hafifce siyrilarak alindi. Alinan epitel hiicreleri 8 °C 'de 10 cc phosphate
buffered saline (PBS) icinde slUspanse edildi ve 30 saniye sireyle vortexte
kartstinldi. Oral florada mevcut olan, ancak hicrelere adhere olmamis bakterilerin
uzaklagtiriimas) amactyla slspansiyon 10 ym. porlu 25 mm ¢aplt polikarbonat filtre
(Millipore) Gzerinde PBS ile yikandi. Ardindan, filtrat tekrar 10 cc PBS iginde
siispanse edildi. iglem sonucunda PBS iginde 10* hicre / mi iceren hilicre
s(ispansiyonu elde edildi (10,31). {Hticre sayisi, Thoma lami ile sayild:.)

3.3. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Vakalarin hepsinde insan solunum yolu Omeklerinden izole edilmis
Streptococcus pneumonia ve Escherichia coli sugu kullanildi. Ancak kullanilan her
iki bakteri icin tip tayini yapllamadi. Bir gin éncesinde kanh agara ekilen
bakterilerden ertesi gin PBS iginde 10" bakteri / mi igeren sispansiyonlar
hazirland:. Bakteri yogunlugu Mc Farland bulanikhik ydontemiyle tayin edildi.
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Resim 1. PBS il _ylkanmx, dény inzur bccai

epitel hilcresi

3.4. Sigara Dumani

Calismada filtreli sigara kullanildi. Sigara yakildiktan sonra, sigara agizhg
vasitasiyla bir enjektdre 50 cc sigara dumani aspire edildi. Daha sonra aspire edilen
duman, galigmanin gerekli gérdigl, agz! pamukia kapali olan 50 cc hacimii erlenier
icerisine ilave edildi (40).

3.5Sigaraya Maruz Kalmig Epitel veya Bakteri Siispansiyonlarnin

Hazirlanmasi

Hem bakteri hem de epitel hiicreleri ayri ayn erlenler icinde 50 cc sigara
duman ile shaker iginde 1/2 saat sureyle muamele edilip, ardindan santrif(j edildi.
Daha sonra supernatan dokiiliip Gzetlerine ayn ayri PBS ilave edilerek suspansiyon
haziriand:.
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3.6. Inkiibasyon

Hazirlanan bakteri ve hiicre sispansiyonlar asadida belirtildigi sekilde, 50 cc
ik erlenler icinde, dedisik kangimlar halinde, shaker ( Gesellschaft fur
Labortechnik mbH D-30938 Burgwedwi Tip: 1086) iginde 37 °C de 1 saat siireyle
ink{basyona birakiid:.

1. Erlen: 1 cc epitel + 1 cc PBS (BAZAL ADHERENS)

2. Erlen: 1 cc epitel + 1 ¢c bakteri siispansiyonu (KONTROL)

3. Erfen: 1 cc epitel + 1 cc bakteri siispansiyonu + Sigara dumani

4, Erlen: 1 cc sigaraya maruz kalmig epitel + 1 cc bakteri slispansiyonu

‘5. Erlen: 1 cc sigaraya maruz kalmig bakteri siispansiyonu + 1 cc epitel

1. Erlen 2. Erfen 3. Erlen 4. Erlen 5. Erlen
Epitel Sigarah Sigarah
Epitel + Epitel Bakteri
Epitel + Bakteri + +
Bakten + Bakteri Epitel
Sigara

Sekil 1. inkiibasyona hazir bakteri ve hiicre stispansiyoniar:

Inkiibasyon sonunda adhere olmamig bakterilerin ortamdan uzaklagtiriimasi
amaciyla hiicreler 10 pm. porlu polikarbonat filtre (Millipore) (izerinde siiziilerek
yaklasik 50 cc PBS ile yikandi. Daha sonra lam {zerine aktarilan hiicreler metil
alkolie tesbit edilip, gram boyama y&ntemiyle boyandi. 100 'lik objektif altinda her
bir preparatta toptam 50 epitel hiicresine tutunmus bakteri adeti sayidi. Bulunan
total bakteri sayist 50 'ye béliinerek hiicre basina diigen bakteri sayisi tesbit edildi.



Resim 2. Epitel hicresine tutunmus gram pozitif
diplokoklar (S. pneumonia) izleniyor ( x1000).

Resim 3. 1000 kez buyiitilen buccal epitel hicresine
adhere olmus gram negatif basiller (£. cofi).
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Son olarak, ilk preparatta her donér igin ayri ayn saptanan bazal adherens
miktari, ilgili dondre ait her preparattan tek tek diigilerek gercek adherens degeri
saptand: (10,13,31).

3.7. istatistiksel yontem:

Verilerin analizinde SPSS student's versiyon istatistk paket programi
kullanildi. Gruplar parametrik varsayimlar yerine getirmediginden ve bagimsiz
oldugundan, ortalama adherens yéniinden ikigerli kargilagtirmada Mann Whitney-U
testi kullamimigtir. Veriler ort + standart hata olarak ifade edildi. Anlamiihk dizeyi
0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

Calismaya 20 erkek ve 10 bayan olmak Uzere topiam 30 dondr alind:.
Dondrierin yas ortalamasi pnomokok c¢alisilan vakalarda 24.2:4.75(:1:8D) ve
E. coli gahgilan vakalarda 26.3 + 3.29 idi ve ayrica tim vakalarin yag ortalamasi
24, 9 £ 364 idi. 10 erkek ve 5 bayan olmak (1zere toplam 15 kiside pnomokok,
kalan 15 kiside (10 erkek ve 5 bayan) de E. cofi adherensi ¢aligiidi.

Bazal adherens: Bazal adherens, pnomokok adherensinin calistidigi
vakalarda 8.3 £ 1.5 ve E. coli adherensinin caligildi§t vakalarda 11.5 + 2.8 olarak
bulunmustur,

Kontrol grubu adherensi: Kontrol grubu adherensi S. pneumonia igin
8.2+ 1.7 ve E. coli igin ise 20.5 + 4.1 olarak saptanmigtir.

Sigaraya maruz birakilan &rneklerde adh'erens: Sigaraya maruz kalmis
tum gruplarin adherens ortalamasi pnomokok igin 6.0 £0.92 ve E.cofi igin ise
17.7 + 2.25 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile karsgilastinidiginda, sigaranin
bakteriyel adherenste anlami bir degisikiige neden clmadigi gériimistir (Tablo 3).

Tablo 3. Sigaraya maruz birakilmusg tim &meklerin ortalarma adherensi

Ortalama bakteriyel adherens / hicre-

Kontrol Tim Sigarah p
BAKTERI ornekler
S. pneumonia 82+17 6.0+0.92 0.2387

E. coli 205+ 41 17.7+£2.25 0.5276
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Hem epitel hicresi, hem de bakterilerin sigara dumantna birlikte maruz
birakildigt omekierde pnomokok adherensi 84+ 1.8, E coli adherensi ise
189 + 42 olarak bulunmustur. Bulunan degderler kontrol grubu iie
karsilastinidiginda, arada istatistiksel olarak bir fark olmadigr gériimusttr (Tablo 4).
Ayrica hem bakteri ve hem de epitel hiicresinin birlikte sigara dumanina maruz
blrakﬂdlgl omeklerde bulunan adherens degerleri, tek tek sekil 2 ve sekil 3’ te

verilmektedir.

Tablo 4. Epitel hiicresi ve bakterilerin sigarali ortamda inktibasyonu ile bulunan
adherens degerfen ve kontrol grubu ile kargilastinimas:.

Ortalama bakteriyel adherens / hiicre

BAKTERI Kontrol BEC ve bakteri birlikte p
sigarall ortamda

S. pneumonia 8217 84+1.38 0.98356

E. coli 205+ 4.1 19.9+42 0.9339

Pnomokaokkal adherens, sadece buccal epitel hiicrelerinin sigara dumanina
maruz birakiididi 6meklerde 3.5 £ 0.95 olarak bulunurken, ayni émeklerde E. coli
adherensi 17.0 £ 4.0 clarak saptanmigtir . Bu degerler de kontrol grubuna gore
aniami bir fark ifade etmemektedir (Tabio 5).

Tablo 5. Sigaraya maruz birakiimig epitel hicresine adhere olan bakteri miktariar

Ortalama bakteriyel adherens / hiicre

BAKTERI Kontrol Sigaral BEC ile p
Bakteri
S. pneumonia 82+17 3.5+ 0.95 0.0678

E. coli 2056+ 41 17.0£4.0 0.5203
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_ Yine sadece bakterilerin sigaraya maruz birakilchigr émeklerde adherens,
pnomokokiar icin 6.2 £ 1.8 ve E. coli igin ise 16.3 + 3.2 diizeyinde bulunmustur.
Kontrol grubu ife karsilagtinididinda arada istatistikse! bir fark olmadig gérilmistar
(Tablo 8).

Tablo 6. Epitel hiicresine adhere olan, sigaraya maruz birakilmis bakteri miktarfari

Ortalama bakteriyel adherens / hiicre

BAKTER] Kontrol Sigarali Bakteri p
ile BEC

S. pneumonia 82+1.7 62+18 0.2900

E. coli 205+4.1 16.3+3.2 0.4186

Bulgulanmiz, bakteri veya epitel hlcresinin birlikie veya tek tek sigara
dumanina maruz birakiimasinin, Strepfococcus pneumonia ve Escherichia cofi

adherensini etkilemedigini ortaya koymaktadir.
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5. TARTISMA

Mikroorganizmalarin hiicrelere ve diger ylizeylere baglanmas: islemi olan
adherens, mikroorganizmanin konakgl ile ik etkilesimidir ‘ve birgok infeksiydz
hastaligin patogenezinde Snemli bir basamagi olugturmaktadir. Vicut savunma
mekanizmalarins yenebilen mikroorganizmalar konakg! dokulanna baglanip koionize
olmakta ve ardindan infeksiyon hastaliklarina neden olabilmektedir.

Alt solunum yolu infeksiyoniarinin orofaringeal kolonizasyon ile iligkisi iyi
bilinmektedir. QOrofaringeal kolonizasyonda artisa neden olan her tlr olay, ayni
zamanda solunumsal infeksiyonlarda da artiga neden olmaktadir. Kronik sigara
icicilerde yapilan ¢ahismalar, bu insanlarda hem bakteriyel adherens, hem de
solunumsal infeksiyoniarda artis oldugunu gostermektedir (3,4,6,7,10,11,13).
Calismamiz, sigara igenlerde bildirilen bakteriyel adherens ve solunumsal
infeksiyonlarindaki artigin, sigara dumaninin akut etkisine mi, yoksa kronik sigara
dumani maruziyetine bagl olarak konakg¢ida olugan sekonder degisikliklere mi bagl
oldugunun arastinimas| amaciyla gergeklestiriimigtir.

Bilindigi Uzere oral mukozal epitelial hilcreler anlamli sayida bakteri icerirler
ve bu bakteriler ylizeye Gylesine siki yapismiglardir ki glclii bir yikama ile bile
uzaklagtirlamazlar (41). PBS ile yikama sonrasinda, bakteri ile inkilbe etmeden
énce lam (izerine yayian hiicrelerde sayilan ve calismamizda bazal adherens
olarak belirtilen bu bakteri miktarlar;, énceki arastirmalarda bulunan sonuglara
benzerdir. Fainstain ve Musher aragtirmalarinda basa! adherensi geng adultlarda
3.5 £ 0.9 ve orta yagii adultlarda 4.6 + 1.1, Gibbons ve van Houte 19 + 6, Raman ve
arkadaglart ise sigara icmeyen deneklerde yaptikian aragtirmalarinda bazal
adherensi 8.5 + 21.1 olarak bulmuglardir (10,11,41). Calismamizda ise pnomokok
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adherensinin calisildigt vakalarda basal adherens 8.3 £ 1.5, E. cofi adherensinin
caligildigi vakalarda ise 11.5 + 2.8 olarak bulunmustur.

Sigarasiz ortamda, epitel hiicresi ve bakterinin birlikte inkiibe edildigi kontrol
grubunda adherens; pnomokoklarda 8.2 + 1.7, E. cofi igin ise 20.5 + 4.1 olarak
bulunmustur. Fainstain ve Musher tarafindan yapilan ¢altgmada, tip | S. pneumonia
'nin farinks hicrelerine adherensi gen¢ adultlarda 1.4 + 1.2 ve orta yasl
aduitlarda 3.3 + 1.2, S. pneumonia tip Il adherensi ise sirasi ile 1.3+ 1.2 ve
1.9 + 0.9 olarak bildiriimigtir (10). Yine Fainstain ve érkada§lar| tarafindan yapilan
bir diger calismada S. pneumonia tip | ve tip lll ‘Un farinks hicrelerine adherensi
sirast ile, tip ligin 1.4 £ 1.0 ve tip lll igin 1.2 £ 1.0 olarak bulunmustur (31). Bu
galigmalarda bulunan degerlerin galigmamizda bulunan dederlerden daha disiik
olmasi birka¢ sekilde agiklanabilir. itk olarak tez galismamizda kullandi§imiz
S. pneumnonia ‘rin tip tayint yapilamamistir. Kullandigimiz bakteri susu, belirtilen bu
caligmalardaki suslardan daha iyi adhere olabilen bir sus olabilir. Nitekim Fainstain
ve Musher tarafindan sigara icen insanlarda yapilan bir calismada, tip |
S. pneumoniatin faringeal hiicrelere tip Il S. pneumonia‘'dan daha iyi adhere
oldugu gdsterilmistir (10). Ayrica bu ¢alismalarda bakteri ve hiicreler plastik bir tiipe
konarak shaker icinde inkitbe edilmis. Ancak shaker hizi ile ilgili olarak kesin bilgi
verilmemigtir. Bizim caligmamizda ise bakteri ve hiicre kangimi cam erlenler icine
konarak shakerde 120 / dk. hiz ile inkibe edilmigti. Raman ve arkadaglan
tarafindan yapilan ¢aligmada ise, tip 25 S. pneumonianin  buccal hiicrelere
adherensi 0.7 + 0.4 olarak bulunmustur (11). Ancak bu calismada da bakteri
konsantrasyonlar 10 ® / ml. ve inkiibasyon siiresi 35 dakika idi. Bu caligmalarda
bakteriyel adherenste gézlenen farkliik, belirtilen nedenlerle iigkili olabilir. £ coli
adherensiyle ilgili olarak Bruce ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada,
E. colf nin Uroepitelial hiicrelere adherensi arastirimis ve bu galismada kontrol
grubu adherensi 11.5 + 2.1 olarak bulunmustur (38). Bu ¢alismada da inkiibasyon
stresi 2 saat olarak tutulmugtur. Ellen ve Gibbons tarafindan yapilan bir caligmada
da E. colf nin insan farinks epitel hicrelerine adherensi 13 + 3.7, rat diline
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adherensi 14.0 + 1.5 ve yine rat mesanesine adherensi 74.6 £ 2.9 olarak
bulunmustur (28). inkiibasyon siresi bu galigmada 35 dakika olarak beliflenmistir.

Tum sigaral gruplann ortalama adherensi pnomokok i¢in 6.0 £ 0.92 ofarak
bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilastiridiqinda sigaranin adherensi arttirmadigi
gozlenmistir. Bu deger E. cofi i¢in 17.7 £ 2.25 olarak bulunmustur ki bu da kontrol
grubuna gére bir degisiklik ifade etmemektedir. Dolayisiyla akut sigara dumani
maruziyeti tek basina S. pneumonia ve E. coli adherensini arttirici bir faktér olarak
gorilmemektedir. Daha 6nce yapiimis galismalarda bu bulguyu indirekt olsa da
destekleyen veriler mevcuttur. Sigarayr birakan insanlarda, sigaranin
birakiimasindan sonra {¢ yil kadar slreyle bakteriyel adherensin yiksek kalmasi,
adherens artisinin direkt sigara duman akut maruziyeti ile degil, sekonder kronik
degisikliklerle ilgili oldugunu distndGrtmektedir (11). Bir baska ¢alismada, giinde
1 paketten daha az sigara i¢enierin trakeas| ¢ogunlukla steril bulunurken, daha fazla
sigara igenierin yaklagik yarisinda trakeal kolonizasyon saptanmis (13). Bu bulgu
icilen sigara miktarinin da adherenste énemli oldugunu ortaya koymaktadir. Finklea
ve arkadaglan tarafindan yapilan bir ¢calismada da 6zellikle adir sigara igicilerde
solunumsal infeksiyoniarin daha fazla géraldiga belirtiimigtir (8).

Raman ve arkadaglan tarafindan yapilan galigmada, sigara igmeyen
insanlardan alinan epitel hicreleri, sigara icen insantarin tikrigl ile inklibe edilmis
ve tip 25 pnomokok adherensinde artig saptanmigtir. Yazar, bu adherens artiginin
olasilikla sigara igen insaniarin tukrigindeki non-selliler yapilann  buccal
epitel hicrelerinin ylzey yapitarimin degistinimesi ile gerceklestigini ve tikrisgin
S. pneumonia igin baglanma bdigeleri olugturdugunu ileri stirmustir (11). Yine aym
caligmanin devaminda tlkrikteki amilazin sigara igenlerde arttigr belitimis ve
tripsin ile fibronektinin uzaklagtirimasinin P. aeruginosa adherensini arttirdigini
gésteren caligma (42) Omek gosteriimigtir. Bir bagka c¢aligmada da epitel
hicrelerinin tripsin ile muamele edimesinin P. aeruginosa ve K. pneumoniae
adherensini arttirdigi  gésterilmigtir (34). Literatlrde Streptococcus pyogenes
(grup A streptokok) ve S. aureus’ un reseptdr olarak fibronektine baglandiklan
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belirtiimektedir (43). Ellen ve Gibbons tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada da
insan farinks hicrelerinin tripsin ile muamelesinin Streptococcus pyogenes
adherensini azaltti§ gosterilmistir (28). Bilindigi gibi tikrik amilaz ve tripsin dahil
bircok enzin icermektedir. Burada olay, muhtemelen kronik sigara icimi nedeniyle
tikrilkte tripsinin artmasi ve ftripsinin de fibronektini hiicre ylzeyinden
uzakiagtimasi ile ilgilidir. Olasilikla sigara dumani igindeki maddelerie ilgili degildir.
Kronik sigara igcimine bagh olarak geligen tripsin seviyesindeki olasi artig,
fibronektinin uzaklastirimasini, dolayisiyla adi gegen bakterilerin (Streptococcus
pyogenes ve S. aureus) adherensini azaltacaktir.

Kronik sigara i¢en insaniarda adherens artigina neden olan faktériere yénelik
gesitli calismalar mevceuttur. Finklea ve arkadaglan ¢aligsmalarinda sigara igenlerde
akut Gist ve alt solunum yolu infeksiyonlarinda artig saptamiglar ve bunun sigaranin
viicut savunma mekanizmalarinl bozmasi ile gerceklestigini ileri sirmuslerdir (8). Bu
gbrist destekleyen bagka literatirler de mevcuttur (2,44). Sigaranin alveoler
makrofaj fagositozunu azalthg ve fonksiyonlarini bozdudu, ayrica akut sigara
dumaninin nétrofil fonksiyonlarint bozdudu bilinmektedir (40,45,46). Yine sigaranin
IgE’ yi arthirirken, 1gG, A ve M’ azalthidi, CD8-T lenfosit sayisint arttirdigs
bilinmektedir. Makrofaj saytlarini  arttirmakla  birlikte, aktive makrofajlarin
fonksiyonlarinda anomalilere (ylizey MHC 2 antijen expresyonu ve interiékin-1 ile
aragidonik asit metabolitlerinden kaynaklanan diger inflamatuar mediatorleri -
idkotrien B4, prostaglandin E2, tromboxan B2 - salgtlama kapasitelerinde bozukluk
olmakta) neden olmaktadir (2,47). Sigara igen insanlarin brong mukozasinda silia
kaybi, atipik hicre formasyonu ve mukozal hiicre hiperplazisi olugmaktadir
(1,48,49). Belittilen bu degisikliklerin bakteriyel adherensi etkileyecegdi asikardir.
Nitekim Williams ve Gibbons tarafindan yapilan bir galigmada sekretuar IgA’ nin,
Streptokoklarin epitel hiicrelerine adherensini inhibe ettigi gésteriimistir (50).

Bu caligmada bulunan degerlere dikkatli bakildiginda sigarali gruplarda
saptanan adherens degerlerinin, istatistiksel olarak bir aniam ifade etmese de,
kontrol grubundan hafif disuk oldudu g6rlimektedir. Yani, &nceki caligmalann
aksine, bakteriyel adherenste bir miktar azalma saptanmistir. Bu sonug, sigara



26

duman igerisindeki toksik maddelerin bakteri adherensini negatif yénde
etkileyebilecedi sekiinde agikianabilir. Nitekim bazi ¢aligmalarda sigara dumaninin
bakteriyel Giremeyi, gram pozitif koklarda daha belirgin olmak tzere inhibe ettigini
gosteriimektedir (51,52).

Bulgulanmiz akut sigara dumam maruziyetinin, in-vitro kosullarda
Streptococcus pneumonia ve Escherichia colf nin buccal epitel hicrelerine

adherensini 6nemii dicide etkilemedigini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma, akut sigara duman maruziyetinin, S. pneumonia ve E. colf nin
buccal epitel hiicrelerine adherensini etkileyip etkilemedigini aragtirmak (zere
gerceklestinimistir. Caligmaya dahil edilen, hi¢ sigara icmeyen ve solunumsal bir
infeksiyonu olmayan 30 génuiliden alinan buccal epitel hitcreieri PBS ile yikanip
filtre edildikten sonra PBS iginde 10* hiicre / mi olacak sekilde hiicre stspansiyonu
ve yine PBS icinde 10’ bakteri / ml olacak sekiide bakteri siispansiyoniar
hazidandi. Vakalarin varisinda S. pneumonia ve diger yansinda da E. coli
adherensi galigildi. Ardindan hicre ve bakteri siispansiyonlan sirastyla,

e 1 cc. hicre stuspansiyonu ve 1 cc. PBS (Bazal adherens)

e 1 cc. hiicre ve 1 cc. bakteri slispansiyonu (Kontrof Grubu)

1 cc. hiicre ve 1 cc. bakteri sispansiyonu sigarali ortamda

Sigaraya maruz kalmts 1 cc. hicre, 1 cc. bakteri stispansiyonu ile

Sigaraya maruz kalmig 1 cc. bakteri, 1 cc. hiicre stispansiyonu ile shaker
icinde 37 ° ‘de 1 saat sireyle inkiibe edildi.

Sonugta tim sigaraya maruz kalmis gruplar birlikte veya tek tek kontrol
grubu ile kargilagtinldiginda arada istatistiksel olarak aniaml bir fark olmadid
gorlimustir. Bu buigu, akut sigara dumani maruziyetinin, S. pneumonia ve E. coli
'nin buccal epitel hicrelerine adherensini etkilemedigini oraya koymaktadir.

Hemekadar akut sigara dumarmi maruziyeti, S. pneumonia ve E. coli’ nin
buccal epitel hlcrelerine adherensini etkilememigse de, bu diger bakterilerin
adherensinin de etkilenmeyecegi anlamini tagimamaktadir. Dolayisiyla ¢alisma,
diger solunumsal patojenlerle de tekrarlanabilir.
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Bilindigi Uzere sigaranin vicutta birgok sisteme zararh etkisi mevcuttur.
Kronik sigara igenlerde saptanan adherens artigi bu zararlardan sadece birisini
olusturmaktadir. Calismamizda, akut sigara dumam maruziyeti ile belirtilen
bakterilerin adherensinde degisiklik olmamasi, akut sigara dumant maruziyetinin
dider sistemiere zarar vermeyecegi seklinde yorumianmamalidir. Nitekim degisik
calismalarda, akut sigara dumami maruziyetinin vicutta dedisik fonksiyonel
bozukluklara neden oldugu ortaya konuimustur.
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7.0ZET

Daha o6nce yapimis c¢alismalarda kronik sigara igenlerde bakteriyel
adherensin arthdr gdsteriimistir. Ancak saptanan bu adherens artiginin  sigara
dumanmin akut etkisine mi, yoksa kronik sigara igimiyle iligkiii olarak epitel
hlcrelerinde olusan yapisal ve/veya fonksiyonel degisikliklere mi bagh oldugu agik
degildir. Bu caligma akut sigara dumani maruziyetinin, buccal epitel hicrelerine
(BEC) bakteriyel adherensi etkileyip etkilemedigini saptamak amaciyla
gergeklestiriimistir. ‘

Calismaya 20 erkek ve 10 kadin olmak tzere ortalama yaglart 24.9 + 3.64
(ort+SD) olan toplam 30 kisi alindi. Caltsma grubu, yansinda S. pneumonia ve diger
yarisinda da E. coli adherensi ¢alisimak Uzere iki gruba aynldt. BEC, dondrierin
yanak mukozas: metal bir spatula ile nazikge siyrilarak alindi ve phosphate buffered
salin (PBS) icinde sispanse edildi. Hiicrelerin polikarbonat membran filtre Gzerinde
yikanip stzilmesi sonrasinda, PBS icinde 10* hiicre/ml ve 107 bakteri/mi iceren
sispansiyonlar hazirlandi. Ardindan sigarali ortamda BEC ve bakteri birlikte,
sigaraya maruz kalmigs BEC ile sigaraya maruz kaimamis bakteri ve sigaraya
maruz kalmig bakteri ile sigaraya maruz kalmamig BEC shaker icinde inkiibe edildi.
Sigarsiz ortamda her iki dmegin inkiibasyonu ile kontrol grubu ociusturuidu. 1 saatlik
inkiilbasyon sonunda hiicreler tekrar yikanip siiziidii ve lam Uzerine yayilarak
hiicrelere yapigan bakteri adeti sayildi.

Sigaraya maruz birakilan tUm &meklerin  ortalama bakteriyel adherensi,
kontrol grubuna benzer bulundu. S. pneumonia icin sigarlt émeklerin adherensi
6.0 £+ 0.982 ve kontrol grubu adherensi 8.2 = 1.7 (p: 0.2387) idi. Bu deferler E. coli
icin sirasi ile (17.7 + 2.25 ve 20.5 + 4.1 (p: 0.5276) olarak bulundu. Sigaraya maruz
birakilan her bir érnek tek tek kontrol ile kargiastirldiginda da arada fark olmadi§
gérilda.

Sonuglarimiz, daha 6nce kronik sigara i¢enlerde yapilan ve adherensin
artidint rapor eden calismalarin aksine, akut sigara dumaninin S. pneumonia ve
E. coli'nin BEC’e adherensini etkilemedigini gostermektedir.
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8. SUMMARY

The increased bacterial adherence has been reported in cigarette smokers.
But, it is not apparent whether enhanced bacterial adherence is due to acute effect
of smoke or changes of structure and/or function of the epithelium associated with
chronic smoking. The aim of this study was to investigate whether the bacterial
adherence is influenced from the acute exposure of cigarette smoke.

30 normal subjects, with a mean age of 24.9 £ 3.64 (mean + SD) years were
selected for this study. The subjects were divided in to two groups. Streptococcus
pneumonia adherence was studiéd in the first haif (10 men, 5 woman), and E. Coff
adherence was studied in the second half (10 men and 5 woman) of them. The
BEC obtained by gently scarping of buccal mucosa with a spatula and suspended
in phosphate buffered saline (PBS). After washing and filtering cells by a
polycarbonate membrane filter, the suspensions including BEC (104 cells per ml}
and bacteria (107 bacteria per ml) were prepared in PBS. Then, both smoke-
treated BEC and bacteria, smoke-treated BEC with smoke-untreated bacteria and
smoke-treated bacteria with smoke-untreated BEC were incubated in a shaking
water bath. Smoke-untreated bacteria and BEC were used as control. After 1 hour
incubation period, the celis were washed and filiered again. Then, the number of
adherent bacteria to 50 epithelial cells were counted.

The average number of adherent bacteria to the epithelium in all smoke-
treated suspensions was similar to control group for S. pneumonia (6.0 £0.92
vs. 82+ 1.7, p.0.2387)and for E. coli ( 17.7 +2.25 vs. 20.5 + 4.1, p: 0.5276).
Each smoke-treated sample were also compared to control group alone and no
meaningfull results were found.

In contrary tb previous studies which showed increased bacterial adherence
to epithelial cells in chronic cigarette smokers, our findings suggest that acute
exposure of bacterium and / or epithelium to smoke has no significant effect on the
adherence of S. pneumonia and E. colfito BEC .
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