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Behcet Hastalarinda ve Saglikli Bireylerde
Uroepitel Hiicrelerinin Streptococcus
pyogenes ve Escherichia coli'ye Karsi

Bakterisidal Etkisinin Arastirilmasi

Bactericidal Effects of Uroepithelial Cells Against
Streptococcus pyogenes and
Escherichia coli in Patients with
Behcet’s Disease and in Healty Controls

OZET Amag: Behget Hastaligi (BH) tekrarlayan oral aftlar, genital iilserler, cilt lezyonlar1 ve @iveyit ile bir-
likte vaskiiler, nérolojik ve gastrointestinal sistem tutulumu gibi diger bulgular: da igeren sistemik yangi-
sal bir hastaliktir. Mukozal immiin sistemde epitel hiicresi, 6zgiil olmayan immiin yanittan kazanilmis
immiin yanita gegiste ve immiin homeostazin regiilasyon veya tolerans yoniinde belirlenmesinde bir kav-
sak noktas: olusturmaktadir. Bu hiicreler, antijene, antijenin yapisi, miktar:1 ve sunum sekline gore nasil bir
yanit olusturulacagini belirlemektedir. Calismamizda, Behget hastalarinda ve saglikh bireylerde tiroepitel-
yal hiicrelerin Streptococcus pyogenes ve Escherichia coli'ye kars: bakterisidal etkisinin olup olmadigimin
aragtirilmas: amaglanmigtir. Gereg ve Yontemler: Goniillii 23 inaktif Behget hastas ile 10 saglikli bireyden
alinan idrar 6rneklerinden idrar epitel hiicresi (IEH) hazirlanmistir. Efektor hiicre olarak kullanilan IEH ve
hedef hiicre olarak kullanilan E. coli O75 ve S. pyogenes ATCC 49619 suslar1 deney icin hazirlandiktan
sonra 96 kuyucuklu plaklarda, efektor hiicre/hedef hiicre orani 1/1 olacak sekilde mikroorganizma kont-
rolleri ile karsilastirilarak bakterisidal etki yiizdeleri hesaplanmistir. Bulgular: Calisma sonucunda IEH nin
1. saatte Behget hastalarinda S. pyogenes’e kars1 ortalama %31,6, E. col'ye kars1 %23,3, saglikli kontrollerde
ise S.pyogenes’e kars1 %50,7, E.coli’ye kars1 %60 bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir. Sonug: Beh-
cet hastalarinda ITEH'nin E. coli'ye kars1 bakterisidal etkisinin, saglikli kontrollerde oldugundan anlaml de-
recede daha diisiik oldugu bulunmustur (p<0,001). BH ve saglikli kontroller arasinda Streptococcus
pyogenese kars: bakterisidal etki bakimindan istatistiksel anlamlilikta fark bulunmasa da bakterisidal etkide
azalma gozlenmistir. Bu bulgular, BH'de iiroepiteliyal hiicrelerin konak savunmasinda yer alan bakterisi-
dal etkisinde yetersizlik oldugunu diisiindiirebilir.

Anahtar Kelimeler: Epitel hiicreleri; Behget sendromu

ABSTRACT Objective: Behcet’s disease (BD) is a systemic inflammatory disorder, characterized by recurrent
oral apthous ulcers, genital ulcers, skin lesions and uveitis as well as other manifestasions including vascu-
lar, gastrointestinal and neurological involvement. Epithelial cells in the mucosal immune system have a
critical role in designating the immun homeostasis towards immune regulation or tolerance and determine
the response type to a specific antigen according to the structure, dose ant the presentation mode of the anti-
gen. The aim of the present study was to investigate the bactericidal effect of epithelial cells against Strep-
tococcus pyogenes and Escherichia coli in patients with Behcet’s disease and in healthy controls. Material
and Methods: Urine epithelial cells (used for effector cell) and S. pyogenes ATCC 49619 and E. coli O75
(used for target cell) strains were prepared before the experiment and the cells were stimulated with bacte-
ria in plates with an effector cell/target cell ratio of 1:1 and the bactericidal effects were calculated and were
compared with microorganism controls. Results: The bactericidal effects against S. pyogenes and E. coli in
Behcet's disease patients were 31.6%, and 23.3%, and 50.7% and 60% for healthy controls, respectively. Con-
clusion: The bactericidal effect of uroepithelial cell against E. coli was significantly lower in Behcet’s disease
patients compared to healthy controls (p<0.001). Although the bactericidal effect of uroepithelial cells in pa-
tients with Behcet's disease was lower compared to healthy controls, the difference was not statistically sig-
nificant (p>0.001). The results of this study suggest that the bactericidal effect of uroepithelial cells in patients
with Behget’s disase might be deficient.

Key Words: Epithelial cells; Behcet syndrome
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ehget hastaligi (BH), tekrarlayici oral aftlar,
B genital iilserler, deri lezyonlar ve iiveyit ile

karakterize sistemik yangisal bir hastalik-
tir."? Prevalans: Tiirkiye bagta olmak tizere, Orta
Dogu ve Japonya’da yiiksektir. Hastaligin etiyolojisi
bilinmemesine ragmen, immiinolojik bozukluklar
iizerinde durulmakta, gelisiminden genetik, cevre-
sel, virolojik, bakteriyel ve imminolojik faktorler

sorumlu tutulmaktadir.?*

Mukozal immiin sistem ekzojen antijene kars1
ilk savunma hattini olusturur.’> Derinin yam sira,
solunum sistemi, gastrointestinal ve {irogenital sis-
temin mukozal yiizeyleri icteki steril ortamla dig
cevreyi ayirir ve boylece mikroplara kars1 ilk hat
savunmasini olusturur.5’

Mukozal epitel hiicreleri potansiyel patojen-
den korunmada hayli secici bir bariyer rolii iistlen-
mektedir ve fiziksel bir bariyer olmaktan ¢ok daha
fazla etkiye sahiptir.® Mukozal immiin sistemde
epitel hiicresi, 6zgiil olmayan immiin yanittan
kazanilmis immiin yanita geciste ve immiin home-
ostazin regiilasyon veya tolerans yoniinde belir-
lenmesinde bir kavsak noktasi olusturmaktadir. Bu
hiicreler, antijene, antijenin yapisina, miktarina ve
sunum sekline gore nasil bir yanit olusturulacagim
belirlemektedir.’

Bu calismada Behget hastalarinda ve saglikli
bireylerde iiroepitel hiicrelerinin Streptococcus
pyogenes ve Escherichia coli'ye kars: bakterisidal
etkisinin arastirilmasi ve birbirleriyle kiyaslanmasi
amaglanmistir.

I GEREG VE YONTEMLER

Caligmanin yiritilmesi i¢in etik kurul onay: ve
hastalarin bilgilendirilmis onami alinarak, uygu-
lama Helsinki Anlagmasi’'na uygun olarak yapil-
mistir.

Idrar epitel hiicresi: Son bir hafta i¢inde anti-
biyotik almayan, sigara i¢cmeyen, 20-60 yas arasi,
23 inaktif Behget hastas: [kadin:erkek (K:E) orani
14:9) ve 10 saghkl goniillintin (K:E orani 6:4)
sabah ilk idrarlar: steril idrar kabina alindiktan
sonra 50 ml'lik santrifiij tiipline aktarilmis, 1000
rpm’de 10 dakika ¢oktiirilmisgtiir. Cokelti, 10 ml
antibiyotiksiz Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

674

eklenerek yikanmigstir. Yikama islemi 3 kez 1000
rpm’de 10’ar dakika santrifiij edilerek gerceklesti-
rilmis, son santrifiij isleminden sonra st siv1 atil-
mis ve ¢okelti 1 ml %10 fetal sigir serumu (fetal calf
serum-FCS) iceren Roswell Park Memorial Institu-
te'un 1640 kodlu hiicre kiiltiirii vasat: (RPMI 1640)
icinde sulandirilmis, tripan mavisi ile boyanarak
Neubauer laminda sayilmis ve 1x10° hiicre/ml ola-
cak sekilde suspanse edilmistir.3?

Bakteri suslar: Caligmamizda Refik Saydam
Hifzissthha Kiiltiir Koleksiyonu'ndan saglanan
Streptococcus pyogenes ATCC 49619 ve E. coli O75
suslar1 kullanilmigtir. S. pyogenes koyun kanh
agara, E. coli Eosin Metilen Blue (EMB) agara eki-
lerek 37 °C’de bir gece enkiibe edilmistir. Ertesi giin
plak ytizeyinden koloniler toplanarak 3 kez steril
fosfat tamponu (PBS) ile 3000 rpm’de 10’ar dakika
santrifiij edilerek yikanmis, son santrifiij islemin-
den sonra tst s1vi dokiilmustiir. Cokelti 1 ml % 10
fetal sigir serumu (FCS) iceren RPMI-1640 igeri-
sinde stispanse edilmis ve tripan mavisi ile boyan-
mistir. Boya almayan canli hiicreler Neubauer
laminda sayilmig ve mililitrede 1x10° bakteri ola-

cak sekilde sulandirlmigtir.’o!

Bakterisidal etkinin degerlendirilmesi: Efektor
hiicre (E) olarak kullanilan idrar epitel hiicresi
(IEH) ve hedef hiicre (H) olarak kullanilan S. pyo-
genes ATCC 49619 ve E. coli O75 suglari, E:H orani
1:1 olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklarda tiger ku-
yucuk olarak karsilastirilmistir. Kontrol kuyucugu
olarak sadece epitel hiicresi+besiyeri bulunan ku-
yucuk ve sadece bakteri+besiyeri bulunan kuyucuk
kullanilmigtir. Bir saatlik enkiibasyonun ardindan
her bir kuyucuk icerigi toplanmis ve S. pyogenes
kanl agara, E. coli adi agar besiyerine ekilmistir;
37°C’de bir gecelik enkiibasyondan sonra plaklarda
meydana gelen koloni olusturan birimler (colony
forming unit-cfu) sayilmistir. Bakterisidal etki (BE)
yuizdesi agagidaki formiile gore hesaplanmigtir.®!!

BE (%)=Ortalama cfu (kontrol kuyucugu)-Ortalama cfu (deney kuyucugu)x100

Ortalama cfu (kontrol kuyucugu)

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Caligmalarin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 11
(Statistical Package fort he Social Sciencess) versi-
yonu kullanilarak yapilmistir. IEH'nin S. pyogenes

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2013;33(3)



Medical Microbiology

Aksu et al.

TABLO 1: IEH'nin 1/1 E/H oranlarinda S. pyogenes ve
E. coliye karsi 1. saatte gésterdikleri bakterisidal etki
ortalamalari.

Behcet Hastasi Saglikh Kontrol
(n=23) (n=10)
Ortanca (min-maks)
S. pyogenes (p=0,060) 31,6 (0,00-75,00) 50,7(16,40-90,20)
E. coli (p<0,001) 23,3 (0,00-69,80) 60,0 (30,10-86,80)

E: Efektor hiicre; H: Hedef hiicre; IEH: idrar epitel hiicresi; n: hasta sayisi.

Ortanca (min-maks)

S pyogenes
DE cali

Bakterisidal Etki

Sagikh Knr:lrul (n=10} Behget Hﬂ'h‘l (n=23)

$EKiL 1: idrar epitel hilcrelerinin 1:1 E:H oranlarinda S. pyogenesve E. coliye
karsi 1. saatte gdsterdikleri bakterisidal etki ortalamalari.
E: Efektor hiicre; H: hedef hiicre.

ve E.coll'ye kars1 bakterisidal etkileri arasindaki fark
icin Mann-Whitney U testi uygulanmis, p<0,001
anlamli olarak kabul edilmistir (Tablo 1; Sekil 1).!2

I BULGULAR

Son bir hafta i¢inde antibiyotik almayan, sigara i¢-
meyen, 20-60 yas arasi, 23 inaktif Behget hastas1
(kadin:erkek (K:E) orani 14:9) ve 10 saglikli goniilli
(K:E oram 6:4) caligmaya dahil edilmistir.

Caligmamizda, [EH’nin, E:H orami 1:1 olacak
sekilde kargilastirildiginda, Behget hastalarinda 1.
saatte S. pyogenes’e kars1 ortalama %31,6, E. coli'ye
kars1 %23,3, saglikli kontrollerde ise S.pyogenes’e
kars1 %50,7, E.coll'ye kars1 %60 bakterisidal etki
gosterdigi saptanmustir (Tablo 1, Sekil 1).

Behcet hastalar1 ve saglikli kontroller karsilag-
tirildiginda, 1. saatte S. pyogenes’e kars1 bakterisi-
dal etki acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadig: (p>0,001), E. coli'ye kars: ise
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kontrol grubunda hasta grubundan anlaml olarak
yliksek oldugu saptanmistir (p<0,001) (Tablo 1,
Sekil 1).

I TARTISMA

Onceki calismalarda vajina, bagirrsak, agiz ve tiro-
genital epitel hiicrelerinin bakterisidal etkinlik gos-
terdigi belirlenmistir.®1%1314 Behcet hastalarinda
oral epitel hiicresinin bakterisidal etkinliginin azal-
dif1 gosterilmigtir.!” Epitel hiicrelerinin konagin
dogal savunmasinda oynadiklar: rol diistiniildii-
gunde, cesitli hasta gruplarinda enfeksiyona yat-
kinlik agisindan bu hiicre grubunun katkilarinin
incelenmesinin hastaligin patogenezine katkisi ola-
cagini disiinmekteyiz.

Bu nedenle ¢alismamizda, Behget hastalarinda
ve saglikli bireylerde tiroepitel hiicrelerinin Strep-
tococcus pyogenes ve Escherichia coli’ye kars: bak-
terisidal etkisi arastirilmis ve birbiri ile kiyaslan-
migtir.

Insan oral epitel hiicrelerinin C. albicans'in
iiremesini hiicre-hiicre temast ile engelledigi, insan
oral epitel hiicrelerinin ve fare vajinal epitel hiic-
relerinin Candida albicans'in iiremesini belirgin se-
kilde 13.15
adenokarsinom hiicre dizininin (Caco-2) C. albi-

azalttigy, insan kolon epidermal
cans'1n ve nonalbicans Candida’larin iremesini en-

gelledigi,'® gosterilmistir.

Dolapg1 ve ark.,!! tarafindan Behget hastalar
ile saglikli bireylerin agiz epitel hiicrelerinin S.
pyogenes’e kars1 antibakteriyel kapasitesinin aras-
tirildig bir calismada, agiz epitel hiicresinin strep-
tokoklara karsi bakterisidal etkinligi Behget
hastalarinda %8, saglikli bireylerde ise %34 bulun-
mustur. Ag1z epitel hiicresinin bakterisidal etkisi-
nin Behget hastalarinda saglikli bireylere gore
anlaml derecede diisitk oldugu gosterilmis ve agiz
epitel hiicrelerinin bakterisidal etkisinin saglikli bi-
reylerde 6nemli bir konak savunmasi oldugu sonu-
cuna varilmistir.

Albayrak ve ark.,® tarafindan yapilan bir ¢alig-
mada, tiriner ve oral epitel hiicrelerinin farkl E.
coli suglarina karg1 bakterisidal etkisi arastirilmis ve
ag1z epitel hiicrelerinin bakterisidal etkisi E. coli
K12’ye kars1 %49,8, E. coli O75’e kars1 %45,7, idrar
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epitel hiicrelerinin antibakteriyel giicii E. coli
K12’ye kars1 %34,7, E.coli O75’e kars1 %29,2 bu-
lunmus ve agiz epitel hiicreleri ve idrar epitel hiic-
relerinin E.coli K12 ve O75’e karg1 bakterisidal etki
glicii arasindaki fark istatistiksel olarak sinirda an-
lamli bulunmusgtur.

[EH nin farkh antijenik miktarlardaki E. col'ye
kars: bakterisidal etkisinin aragtirildig: bir calismada,
idrar epitel hiicresi E. coli ile 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000, 1/1.000.000, 1/10.000.000 E/H
oranlarinda 6 saat karsilagtirilmistir. IEH nin
1/100.000 ve altindaki E/H oranlarinda ortalama
%60,7, 1/1.000.000 ve iizerindeki E/H oranlarinda
ortalama %]11,3 bakterisidal etki gosterdigi bulun-
mustur. Bakteri miktarinin artigi ile epitel hiicresi-
nin olusturdugu bakterisidal etkinin anlamli bir
sekilde azaldig1 gozlenmis ve idrar epitel hiicrele-
rinin E. col’'ye karsi doza bagimh antibakteriyel et-
kinlik olusturdugu sonucuna varilmigtir.’

Fidan ve ark.,' tarafindan yapilan benzer bir
calismada, E.coliile uyarilmig idrar epitel hiicrele-
rinde 1/1 E/H oraninda bakterisidal etki ortalama
%25, 1/10 E/H oraninda ortalama %33,3, 1/100 E/H
oraninda ortalama %37,5 ve 1/1000 E/H oraninda
ortalama %33,3 olarak bildirilmistir.

Albayrak ve ark.'® tarafindan yapilan bir bagka
calismada, farkli miktarda S. pyogenes ile uyarilan
agiz epitel hiicresinin 1. saatte ortalama %38,7, 6.
saatte ortalama %54,5 bakterisidal etki gosterdigi
bulunmustur ve 6. saatte gosterdigi bakterisidal et-
kinin 1. saatte gosterdigi bakterisidal etkiye gore
anlamli derecede yiiksek oldugu ve doza bagimh
bakterisidal etki gosterdigi; insan agiz epitel hiicre
dizininin (KB) ise 1. saatte ortalama %36,3 ve 6. sa-
atte %37,7 bakterisidal etki gosterdigi ve antibak-
teriyel etkinlik ac¢isindan anlamli bir fark
bulunmadig: sonucuna varilmistir.

Biriken ve ark.,"” tarafindan Caco-2 epitel hiic-
resinin S. pyogenes ve E. coli'ye kars1 bakterisidal
etkisinin arastirildig: diger bir ¢alismada, Caco hiic-
resinin S. pyogenes’e kars1 bakterisidal etkisinin
%21,9, E. col'ye kars1 %36,2 oldugu bulunmus ve
E. coli'ye kars1 olusan bakterisidal etkinin S.pyoge-
nes’e kars1 olan antibakteriyel etkiden anlamli ola-
rak daha yiiksek bulundugu bildirilmistir.
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Bizim ¢alismamizda, IEH Behcet hastalarinda ve
saglhikh kontrollerde 1/1 E/H oraninda S. pyogenes ve
E. coli ile 1 saat karsilagtirilan I[EH nin bakterisidal
etki ylizdeleri S. pyogenes i¢in Behget hastalarinda
ortalama %31,6 ve saglikli kontrollerde %50,7 sap-
tanmugtir. Bu verilere gore antibakteriyel etkinlik aci-
sindan Behget hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,001). E. coli i¢in sonuglar degerlendirildiginde
ise, bakterisidal etki yiizdelerinin Behget hastalarinda
ortalama %23,3 ve saglikhi kontrollerde %60 oldugu
saptanmugtir (Tablo 1, Sekil 1). Bu veriler, Behget has-
talarinda IEH'nin E. coli'ye kars1 bakterisidal etkisi-
nin saglikl kontrollere gére anlamli derecede daha
disiik oldugu gostermektedir (p<0,001).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda farkli mu-
kozal alanlardaki epitel hiicresinin S. pyogenes ve
E. coli bakterilerine bakterisidal ve C. albicans’a
kars1 fungisidal etki gosterdigi saptanmistir. So-
nuclarimiz, epitel hiicresinin bakterisidal etkinli-
ginin olup olmamasi agisindan daha 6nce yapilan

bu caligmalarla uyumludur.68111417

Biriken ve ark.," tarafindan yapilan ¢aligmada
Caco-2 epitel hiicrelerinin 5. saatte gostermis oldugu
bakterisidal etki yiizdeleri antibakteriyel etkinlik
acisindan degerlendirildiginde, E. coli’ye kars1 sap-
tanan etki S. pyogenes’e kiyasla istatistiksel olarak
anlaml diizeyde daha yiiksek bulunmusgtur. Bizim
caligmamizda bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu durum, kullanilan EH veya EH
hiicre dizininin farkli mukozal alanlardan elde edil-
mis ve mikroorganizma ile kargilagma siiresinin
farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Behget
hastalarinin ag1z epitel hiicreleri S. pyogenesile kar-
silagtirilmis ve Behget hastalarinda saglikh kontrol-
lere kargi anlamli olarak daha diisiik bakterisidal etki
saptanmugtir.'! Bizim ¢aligmamizda, Behget hastala-
rinda IEH nin E. coli'ye bakterisidal etkisinin sag-
Likli kontrollerde oldugundan anlamli derecede
daha disitk oldugu bulunmustur. BH ve saglikh
kontroller arasinda Streptococcus pyogenes'e karsi
bakterisidal etki bakimindan istatistiksel anlamli-
likta fark bulunmasa da, bakterisidal etkide azalma
gozlenmistir. Bu bulgular; BH’de tiroepiteliyal hiic-
relerin konak savunmasinda yer alan bakterisidal et-
kisinde yetersizlik oldugunu diistiindiirebilir.
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[ SONUC

masinin diger hiicrelerinin de ayrintili olarak aras-

tirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Konak savun-

Epitel hiicreleri konak savunmasi, yangi ve immiin
cevabin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Mik-
roorganizmaya karg1 antibakteriyel etkinligin daha
iyi anlagilmasi i¢in, EH’'nin yaninda konak savun-

masl, yangl ve immiin cevabin daha iyi anlagilmasi,

hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasina biiyiik

Yildinm M, Kiling Y, Ceyhan AM. [New ad-
vances in the pathogenesis of Behget's dis-
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katki saglayacaktir.
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