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AKUT SIGARA DUMANI
MARUZIYETININ
BAKTERiI ADERENSINE ETKisi
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OZET

Sigaranin bakteriyel aderensi arttig! bilinmektedir. Ancak
saptanan bu aderens artiginin sigara dumaninin akut
etkisiné mi, yoksa kronik sigara igimiyle iligkili olarak
epitel' hiicrelerinde olusan olas! yapisal ve/veya
fonksiyonel degisikliklere mi bagli oldudu agik degildir.
Bu galigma, akut sigara dumani maruziyetinin bukkal
epitel hiicrelerine (BEH) bakteriyel aderensi etkileyip
etkilemedigini saptamak amaciyla gerceklestirilmistir.
Calismaya 20 erkek ve 10 kadin olmak Uzere ortalama
yaglari 24.9£3.64 olan toplam 30 kisi alinds. Donérler,
S. pneumoniae ve E. coli aderensi ¢alisiimak tizere iki
gruba ayrildi. BEH, polikarbonat membran filire Gzetinde
phosphate buffered salin (PBS) ile yikanip slizildd ve
ardindan PBS icinde 104 hticre/ml ve yine PBS iginde
107 bakteri/ml igeren slispansiyonlar hazirlandi. Daha
sonra, BEH ve bakteri sigarali ortamda birlikte, sigaraya
maruz kalmig BEH ile sigaraya maruz kalmarmig bakteri
ve sigaraya maruz kalmig bakteri ile sigaraya maruz
kalmamis BEH shaker icinde inklibe edildi. Sigarasiz
ortamda her iki 6rnedin inklibasyonu ile de kontrol
grubu olusturuldu. 1 saatlik inklibasyon sonunda
hiicrelere yapisan bakteriler sayildi.

Sigaraya maruz birakilan tim &rneklerin ortalama
bakteriyel aderensi, kontrol grubuna benzer bulundu.
S. pneumoniae igin sigarall drneklerin aderensi 6.0+
0.92/hiicre ve kontrol grubu aderensi 8.2+1.7/hiicre (p:
0.2387) idi. Bu degerier E. coliigin sirasi ile (17.7+2.25
/hilcre ve 20.5+ 4.1/hiicre (p: 0.5276) olarak bulundu.
Sigaraya maruz birakilan her bir 8rnek tek tek kontrol
ile karsilastirildiginda da arada fark olmadigi gérilda.
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Sonuglarimiz, daha dnce kronik sigara icenlerde yapilan
ve aderensin arttigini rapor eden galismalarin aksine,
akut sigara dumaninin S. pneumoniae ve E. coli 'nin
BEC'e aderensini etkilemedidini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Sigara, bakteriyel aderens, sigara
dumani

SUMMARY

INFLUENCE OF ACUTE CIGARETTE SMOKE ON
BACTERIAL ADHERENCE

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 to buccal epithelial cells (BEC) is influenced
from the acute exposure of cigarette smoke.

30 normal subjects, with a mean age of 24.9+£3.64
years were selected for this study. The subjects were
divided into two groups. S. pneumonia adherence was
studied in the first half and E. coli adherence was
studied in the second half. After washing and filtering
BEC by a polycarbonate membrane filter, the
suspensions including BEC (104 cells per mi)and
bacteria (107 bacteria per ml) were prepared in
phosphate buffered saline (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
number of adherent bacteria to 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/cell vs. 8.2 £ 1.7/cell, p:0.2387) and for E. coli
(17.7+ 2.25/cell vs. 20.5 £ 4.1/cell, p: 0.5276). Each
smoke-treated sample was also compared to control
group alone and the results were insignificant.
In contrary to 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. coli
to BEC.

Key Words: Smoking, bacterial adherence, cigarette
smoke -




GIRIS

Sigara igenlerde solunumsal enfeksiyonlarin sikiigr ve
siddeti artmaktadir (1,2). Bu artis, daha ¢ok sigaranin
solunumsal savunma mekanizmalarn Uzerindeki
depressif etkilerine baglanmaktadir (3,4). Sigaranin
konakgi Uzerindeki bu depressif etkileri yaninda, etken
mikroorganizmanin spektrumunu degistirerek ve/veya
mikroorganizmanin konakgl ile etkilesiminde bir degisime
yol acarak ayni yénde aditif bir etkiye sahi‘p olup olmadig
ise bilinmemektedir. Mamafih, sigaranin dogrudan
bakteriler tizerine bazi etkileri oldugu rapor edilmigtir
(5,8). Sigara dumanina maruz birakilan bakterilerin
Uremelerinin baskilandigi; ancak bu depresyonun baktert
cinsine gore farkli siddette oldugu 6nceki bir
calismamizda gosterilmistir (7). Bu farkl etkinin
sonucunda gerek kolonizasyon gerekse de enfeksiyona
yol agan bakterilerin, sigara icenlerde icmeyenlerden
farkli olmasi mimkUindur. Nitekim, bazi solunumsal
patojenlerin sigara icenlerde daha sik rastlandigi
bildirilmigtir (8,9). Sigara igén ve igcmeyenlerin
orofarenjiyal florasi (zerinde yaptigimiz bir taramada,
sigaranin in-vitro depressif etkisine en duyarl bulunan
Neisseria grubu bakterilerin sigara igenlerin florasinda
azaldig gdzlenmistir (10). Bu gézlem, kolonizasyon
velveya enfeksiyon ajanlarinin sigaraya bagh
seleksiyonu hipotezimizi glglendirmektedir. Yine,
sigaraya maruz biraktigimiz ratlarda alt solunum
yollarina bakteri kolonizasyonunun artmis oldugu
saptanmistir (11). Bu, sigara igen kronik bronsitlilerde
alt solunum yollarinda bildirilen artmis kolonizasyondan
(12) farkh bir bulgudur. Zira bizim sigara ile muamele
ettigimiz ratlar, kronik bronsitik degisikliklerinden
hicbirisini tagimiyordu. Gerek enfeksiyon, gerekse de
kolonizasyon ile sonuglansin, bir mikroorganizmanin
konakel ile ilk iligkisi aderenstir. Sigaranin bakteriyel
aderensi arttirdigi rapor edilmistir (12-14). Ancak bu
calismalarin hemen hepsi uzun streli sigara icen
gonulltlerde yapiimistir. Dolayisiyla aderens artiginin
kronik sigara igimine bagh konakg! epitel hiicrelerindeki
yapisal/fonksiyonel, kronik degisikliklere badh olmast
muhtemeldir. Oysa pasif sigara igicilerde oldugu gibi,
sigara ile iligkili bu tir degisiklikleri tagimayanlarda
sigara dumanina maruz kalmanin bakteri aderensini
etkileyip etkilemedigi agik degildir.

Bu calismada o6ncekilerden farkl olarak hig sigara
icmemis gonulltlerden alinan ve kronik sigara igimi ile
iligkili olast degisiklikleri tagimayan epitel hucreleri
kullaniimis ve Streptococcus pneumoniae ve
Escherichia coli 'nin bukkal epitel hlcrelerine
aderensinin, in-vitro olarak sigara dumani maruziyeti
ile degisip degismedigi arastirilmistir.
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MATERYAL - METOD

Dondr Segimi: Calismaya aktif ya da pasif sigara
iciciligi ve solunumsal bir hastaligi olmayan, 20 'si
erkek ve 10 'u kadin olmak Uzere foplam 30 saglikh
dondr alindL.

Hiicre Omeklerinin Hazirlanmasi: Bukkal epitel hiicreleri
(BEH), donérlerin yanak mukozas steril metal bir
abesleng ile hafifce siyrilarak alindi. Alinan epitel
hiicreleri 8°C 'de 10 cc phosphate buffered saline (PBS)
icinde slispanse edildi ve 30 saniye slireyle vortexte
kanstirildi. Oral florada mevcut olan, ancak hiicrelere
adhere olmamig bakterilerin uzaklastiriimasi amaciyla
slispansiyon 10 ym. porlu 25 mm capli polikarbonat
filtre (Millipore) Uzerinde PBS ile yikandi. Ardindan,
filtrat tekrar 10 cc PBS iginde stispanse edildi. islem
sonucunda PBS iginde 104 hiicre / ml igeren hicre
slispansiyonu elde edildi (13,15). (Hucre sayisi, Thoma
lami ile belirlendi.)

Bakteri Stispansiyonlarinin Hazirlanmasi: Vakalarin
hepsinde insan solunum yolu érneklerinden izole edilmig
Streptococcus pneumoniae ve Escherichia coli susu
kullanildi. Bir giin 6ncesinde kanli agara ekilen
bakterilerden ertesi giin PBS iginde 107 bakteri / ml
iceren slispansiyonlar hazirlandi. Bakteri yogunlugu
Mc Farland bulaniklik yontemiyle tayin edildi.
Sigara Dumani: Calismada filtreli sigara kullanild.
Sigara yakildiktan sonra, sigara agizhd: vasitasiyla bir
enjektére 50 cc sigara dumani aspire edildi. Daha sonra
aspire edilen duman agz: pamukla kapalt olan 50 cc
hacimli erienler icerisine ilave edildi (16).
Sigaraya Maruz Kalmis Epitel ve Bakteri
Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi: Hem bakteri hem
de epitel hiicreleri ayri ayn erlenler icinde 50 cc sigara
dumani ile shaker iginde 1/2 saat slireyle muamele
edilip, ardindan santrifuj edildi. Daha sonra supernatan
doékuttp Gzerlerine ayri ayri PBS ilave edilerek
stspansiyon hazirlandt.

inkiibasyon: Yukanida agiklandigi {izere, herbir donor
igin tablo I'de belirtilen 6rnekleri igeren beg adet 50 cc
lik erlen hazirlandi ve daha sonra shaker ( Gesellschaft
fir Labortechnik mbH D-30938 Burgwedwl! Tip: 1086)

Tabtort Ik . erterve iceriider

1. Erlen:
2. Erlen:
inktbe

3. Erlen:

Bazal aderensin saptanmasi igin 1 cc epitel hicresi, 1 cc PBS ile inkiibe edildi.

Kontral grubu olarak, 1 cc epitel ve 1 cc bakteri sispansiyonu sigarasiz ortamda
edildi.

1 cc epitel ve 1 cc bakleri sspansiyonu birlikte, sigara dumant igeren erlen iginde
inklibe edildi.

4.Erlen: Onceden sigaraya maruz kalmig 1 cc epitel, 1 cc bakteri sispansiyonu ile inkiibe edildi.

5, Erlen: Onceden sigaraya maruz kalmis 1 cc bakteri sispansiyonu , 1 cc epitel fle inkiibe edildi.

icinde 37°C de 1 saat sUreyle inklibasyona birakildl.
inkiibasyon sonunda adere olmamis bakterilerin
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porlu polikarbonat filtre (Millipore) Uzerinde slizilerek
yaklasik 50 cc PBS ile yikandi. Daha sonra lam Uzerine
aktarilan hicreler metil alkolle tesbit edilip, gram
boyama yéntemiyle boyandi. 100 'liik objektif altinda
her bir preparatta toplam 50 epitel hlicresine tutunmus
bakteri adeti sayildi. Bulunan total bakteri sayisi 50
've bolinerek hiicre basina diisen bakteri sayisi tesbit
edildi.

Son olarak, itk preparatta her dondr igin ayrr ayri
saptanan bazal aderens miktari, ilgili donére ait her
preparattan tek tek dusulerek gercek aderens degeri
saptandi (12,13,16).

istatistiksel yontem: Verilerin analizinde SPSS
student's versiyon istatistik paket programi kullanildi.
Gruplar parametrik varsayimlar yerine getirmedidinden
ve bagimsiz oldugundan, ortalama aderens ydniinden
ikiserli karsilastirmada Mann Whitney-U testi
kullanilmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak
ifade edildi. Anlamlilik dlizeyi 0.05 olarak alind.

BULGULAR

Calismaya 20 erkek ve 10 kadin olmak Uzere toplam
30 dondér alindi. Dondrlerin yas ortalamasi pnémokok
calisilan vakalarda 24.2 £ 4.75 ve E. coli g¢alisilan
vakalarda 26.3 + 3.29 idi ve ayrica tim vakalarin
yas ortalamasi 24, 9 + 3.64 idi. 10 erkek ve 5 kadin
olmak Uzere toplam 15 kiside pnomokok, kalan 15
kiside (10 erkek ve 5 kadin) de E. coli aderensi
calisildi.

Bazal aderens: PBS ile yikamakla hucrelerden
uzaklastirlamayan ve galismamizda bazal aderens
olarak belirtilen bakteri sayilari, pndmokok aderensinin
calisildigi vakalarda 8.3 = 1.5 / hiicre ve E. coli
aderensinin ¢alisildigi vakalarda 11.5 + 2.8 / hlicre
olarak bulunmustur.

Kontrol grubu aderensi: Kontrol grubu aderensi S.
pneumoniae igin 8.2 + 1.7 / hticre ve E. coli igin ise
20.5 + 4.1/ hiucre olarak saptanmistir.

Sigaraya maruz birakilan 6rneklerde aderens: Sigaraya
maruz kalmig tim gruplarin aderens ortalamasi S.
pneumoniae i¢in 6.0 £ 0.92 / hiicre ve E.coli igin ise
17.7 £ 2.25 { hiicre olarak bulunmustur. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, sigaranin bakteriyel aderenste
anlamli bir degisiklige neden olmadigi géraimustar
(Tablo II).
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Tablo ll: Sigaraya maruz birakilmis tim érneklerin
ortalama aderensi

Ortalama bakteriyel aderens / hiicre

Tum
BAKTERI Kontrol  Sigarali 6rnekler D
S. pneumonia 8.2+ 1.7 6.0 £0.92 0.2387
E. coli 205 4.1 17.7+2.25 0.5276

Tablo lll. Sigarali ortamdaki érneklerde bulunan ortalam
bakteriyel aderens

Ortalama bakteriyel aderens / hiicre*

BAKTERI Kontrol ~ Sigarali ortamda  Sigaraya maruz kalmis ~ Sigaraya maruz kalmig
bakterinin BEH'e bakteri baklerinin BEH'e
BEH'e aderensi aderensi aderensi
S.pneumoniae 8.2+ 1.7 84118 35+ 095 62118
E. coli 205+41 199142 17.0+4.0 16332

*TUm 6rneklerde aderens, istatistiksel olarak kontrol
grubundan farkli bulunmamistir.

Sigaraya maruz birakilan orneklerde elde edilen
diger aderens miktarlari Tablo [ll. de ayri ayri
verilmektedir.

Bulgularimiz, bakteri veya epitel hiicresinin birlikte veya
tek tek sigara dumanina maruz birakilmasinin,
Streptococcus pneumoniae ve Escherichia coli
aderensini etkilemedigini ortaya koymaktadir.

TARTISMA

Bu galismada sigaranin bakteri aderensini arttirdigini
rapor eden 6nceki calismalardan farkh olarak, sigaraya
bagl kronik degisiklikleri tagimayan epitel hiicresinde,
in-vitro bakteri aderensinin akut sigara dumani
maruziyetiyle degisip degismedigi arastirilmistir.
Calismamiz, pasif icicilerde mikroorganizmalarin
solunum yoluna aderensinin degdisip dedismediginin
anlasilmasi yaninda; aderens artiginin sigaranim akut
veya kronik etkisine mi bagli oldugunu ve bu etkinin
epitel Gzerinden mi yoksa bakteri (izerinden mi ortaya
ciktigini aciklayacak sekilde dizayn edilmistir.
Calismamizda bulunan bazal aderens degerleri
(pndmokok aderensinin ¢alisildid) vakalarda 8.3 £ 1.5,
! hiicre, E. coli aderensinin galisildidt vakalarda 11.5+
2.8/ hiicre) diger galigmalarda belirtilen verilere benzer
butunmustur (13,14,17). Sigarasiz ortamda, epitel
hiicresi ve bakterinin birlikte inklibe edildidi kontrol




grubunda aderens; pnémokoklarda 8.2 + 1.7 / hiicre,
E. coli igin ise 20.5 4.1 / hiicre olarak saptanmistir.
Bu degerler, diger calismalarda belirtilen verilere gére
daha dusUktir (13,15,18,19). Bu farklihik kullanifan S.
pneumoniae tipinin farkli olmas) ve uygulanan
yontemdeki farkliliklar ile agiklanabilir. Nitekim Fainstain
ve Musher tarafindan yaptlan bir calismada, tip |
S. pneumonia'nin faringeal hlcrelere tip Il S.
pneumoniae'dan daha iyi adere oldugu gosterilmistir
(13). Bizim gallsmamlzda bakteri 'tipi tayini
yapilamamistir. Yine bazi ¢alismalarda da bakteri
yodunlugu ve inkibasyon stiresi bize gére daha disuk
tutulmustur.

TUm sigaral gruplarin ortalama aderensi pnémokok
icin 6.0 £ 0.92 / hiicre olarak bulunmustur. Kontrol
grubu ile karsilastinldiginda sigaranin aderensi
arttirmadi§ gézlenmistir. Bu deger E. coli igin 17.7
t2.25 / hicre olarak saptanmistir ki bu da kontrol
grubuna godre bir degdisiklik ifade etmemektedir.
Dolayisiyla akut sigara dumani maruziyetinin tek basina
S. pneumoniae ve E. coli aderensini arttirici bir faktor
olmadigi izlenmistir. Daha 6nce yapiimis calismalarda
bu bulguyu indirekt olsa da destekleyen veriler
mevcuttur. Sigaray! birakan insanlarda, sigaranin
birakilmasindan sonra Ug¢ yil kadar streyle bakteriyel
aderensin ylUksek kalmasi, aderens artisinin direkt
sigara dumani akut maruziyeti ile degil, sekonder kronik
degisikliklerle ilgili oldugunu distndirtmektedir (14).
Bir baska ¢calismada, ginde 1 paketten daha az sigara
icenlerin trakeasi cogunlukla steril bulunurken, daha
fazla sigara igenlerin yaklasik yarisinda trakeal
kolonizasyon saptanmustir (12). Bu bulgu icilen sigara
miktarinin da aderenste 6nemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Finklea ve arkadaslar tarafindan yapilan
bir calismada da 6zellikle adir sigara igicilerde
solunumsal enfeksiyonlarin daha fazla goérildiga
belirtiimistir (20).

Raman ve arkadaslan tarafindan yapian ¢aligmada,
sigara icmeyen insanlardan alinan epitel hicreleri,
sigara icen insanlarin tikriga ile inkGibe edilmis ve tip
25 pnémokok aderensinde artis saptanmistir. Yazar,
bu aderens artiginin olasilikla sigara igcen insanlarin
tukragundeki non-selliler ajanlarin bukkal epitel
hlcrelerinin  ylzey vyapilarini degistiriimesi ile
gergeklestigini ve tukrigin S. pneumoniae igin
baglanma bdlgeleri olusturdugunu ileri sGrmastdr (14).
Yine ayni ¢calismada, tikrUokteki amilazin sigara
icenlerde arttig1 belirtiimis ve tripsin ile fibronektinin
uzaklastinimasinin P. aeruginosa aderensini arttirdigini
gosteren galisma (21) drnek  gdsterilmistir.  Johansen
ve arkadaslarinin galismasinda da epitel hlicrelerinin
tripsin ile muamelesinin P. aeruginosa ve K. pneumoniae
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aderensini arttirdigi gosterilmistir (22). Bunun aksine,
reseptdr olarak fibronektine badlanan S. pyogenes
(grup A streptokok) 'in ise tripsin ile muamele edilen
insan farinks htcrelerine aderensinin azaldigi
gosterilmistir (18,23). Bilindigi gibi takrik amilaz ve
tripsin dahil bircok enzin icermektedir. Burada olay,
muhtemelen kronik sigara i¢cimi nedeniyle tikrik
muhtevasinda farklilik olmasi ve buna sekonder
hicrelerin ylizey reseptorlerinin degisiklide ugramasidir.
Bu bilgiler bakterilerin epitele aderensinin, bakteri ve
epitel cinsine bagimli olarak farkli mekanizmalarla
oldugunu ortaya kdymaktadrr. Sigaranin aderense
etkisinin de buna bagh olarak, bakteri ve epitel cinsiyle
degisiklik gostermesi olasidir. Bu farkh etki, giris
kisminda belirtilen solunum yolunda kolonizasyon ve
enfeksiyon olusturan bakterilerin sigaraya bagl
seleksiyonu hipotezimizle uyumludur.

Bu calismada bulunan degerlere dikkatli bakildiginda
sigarali gruplarda saptanan aderens degerlerinin,
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmese de, kontrol
grubundan hafif dustk oldugu gériilmektedir. Yani,
onceki caligmalarin aksine, bakteriyel aderenste bir
miktar azalma oldugu gériiimektedir. Bu sonug, sigara
duman icerisindeki toksik maddelerin bakteri aderensini
negatif yonde etkileyebilecedi seklinde agiklanabilir.
Nitekim bazi calismalarda sigara dumaninin bakteriyel
Uremeyi, gram pozitif koklarda daha belirgin olmak
Uzere inhibe ettigi gosterilmistir (5,7).

Sonuglarimiz, énceki ¢alismalarda bildirilen, sigaraya
bagdl bakteriyel aderens artiginin sigarayla iligkili olarak
konakg¢i epitelinde ortaya ¢ikan kronik
yapisal/fonksiyonel degisikliklerden kaynaklandigini
ve bunun uzun stireli sigara igimiyle ortaya ¢ikabilecegini
dustindirtmektedir. Pasif igicilerde oldugu gibi, énceden
bu tlir degisiklikleri tasimayan kisilerin akut olarak sigara
dumanina maruz kalmalari bakteri aderensini
etkilememektedir.
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