MIKROBIYOL BULT 2006; 40: 195-200 195

URINER EPITEL HUCRELERININ FARKLI ANTIJENIK MiKTARLARDAKI
ESCHERICHIA COLI'YE KARSI BAKTERISIDAL
ETKIiSININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF THE BACTERICIDAL EFFECT OF URINARY EPITHELIAL
CELLS AGAINST DIFFERENT DOSES OF ESCHERICHIA COLI

Nurhan ALBAYRAK**, Derya BIRIKEN**, Hatice OZENCI**

OZET: Mukozal immiin sistemde epitel hiicresi, zgiil olmayan immdin
yanittan kazanilmig immun yanita geciste ve immin homeostazin regulasyon
veya tolerans yonunde belirlenmesinde kavsak noktasi olusturmakta; antijene
antijenin yapisi, miktari ve sunum sekline gére nasil bir yanit olusturulacagini
belirlemektedir. Calismamizda, farkli antijenik miktarlardaki Escherichia coli
K12'nin riner epitel (UE) hiicresinin bakterisidal etkisinde degisiklige neden
olup olmadiginin arastirimasi amaglanmistir. Galismada, 16 saglikl géndlliden
alinan idrar érneklerinden UE hiicreleri hazirlanmis, bu hiicreler (efektér hiicre)
mikroplaklarda E.coli K12 (hedef hucre) ile farkh antijenik miktarlarda bir
saat karsilastinimis ve mikroorganizma kontrolleri ile kiyaslanarak bakterisidal
etki ylzdesi hesaplanmistir. Calismanin istatistiksel degerlendirmesi Mann-
Whitney U test ile yapilmistir. Calisma sonunda, UE hiicrelerinin bakterisidal
etkisi 1/100.000 ve altindaki efekt6r/hedef hiicre oranlarinda ortalama %60.7,
1/1.000.000 ve Uzerindeki efektdr/hedef hiicre oranlarinda ortalama %11.3
bulunmus, mikroorganizma miktarinin artisi ile epitel hicresinin olusturdugu
bakterisidal etkinin anlamli bir sekilde azaldigi gézlenmis (p<0.001) ve UE
hlcrelerinin E.coli‘ye karsi doz bagimh antibakteriyal etkinlik olusturdugu
dusuncesine varilmistir.

Anahtar sézclikler: Bakterisidal etki, Escherichia coli, epitel hlicre.

ABSTRACT: Epithelial cells take part in the stimulation of immune system
during the conversion of nonspecific immune response to the adaptive one
in the mucosal immune system. Epithelial cells also have critical roles in
designating immune homeostasis towards immune regulation or tolerance. lts
response type is determined according to the dose and structure of the antigen
and the way it is presented. In this study, we aimed to evaluate the response
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of human urinary epithelial cells to different doses of Escherichia coli K12 by
means of their bactericidal effect. Urine was collected from 16 healthy volunteers
and urinary epithelial cells were prepared. The cells (effector) were stimulated
with bacteria (target) in microplates for one hour with different effector/target
cell ratios. At the end of the incubation period, the bactericidal effects were
calculated and compared with microorganism controls. Mann-Whitney U test
was used for statistical analysis. Urinary epithelial cells which were stimulated
by E.coli K12 showed dose dependent bactericidal effect, calculated mean value
for bactericidal effects were 60.7% at the 1/100.000 effector/target cell ratio and
11.3% 1/1.000.000 effector/target cell ratio, indicating that the bactericidal effect
was dose dependent.

Key words: Bactericidal effect, Escherichia coli, epithelial cell.

GIiRIS

Mukozal yuzeylere tutunma, mukozal enfeksiyonun patogenezinde kritik ilk
adimdir. Konaga tutunma, mikroorganizmanin dokudaki surekliligini kolaylastirmakta
ve inflamatuvar yaniti tetikleyen ve mukozal hicrelere bakteri girisine neden olan
konak ile etkilesimi baglatmaktadir'. Konagin mikroorganizma ile ilk karsilasan ve
etkilesime giren hucresi epitel hicreleridir 2. Epitel hicreleri; bariyer fonksiyonu,
defensinler gibi dogal antibiyotik fonksiyonuna sahip peptid ve kompleman
olusumu, TLR (Toll-like receptor) ve MHC molekul ekspresyonu ile antijeni
tanima, alma ve sunma islemi, profesyonel olmayan yollar ile mikroorganizmayi
fagosite etmesi, sitokin, kemokin ve adezyon molekuUllerini eksprese ederek diger
immun hucreleri enfeksiyon alanina cagirmasi ve antikor olusumuna katkisi ile
mikroorganizma ile bas etmeye calismaktadir®''. Epitel hitcreleri bu gorevleri
yerine getirirken, imman yaniti ‘immun tolerans’ veya ‘immun aktivasyon’ seklinde
yobnlendirmekte ve antijene; antijenin yapisi, miktari ve sunum sekline goére nasll
bir yanit olusturulacagini belirlemektedir'1s,

Calismamizda; konak ile epitelyum hucreleri (EH) arasindaki etkilesim ile
baslayan, ortama salgilanan ¢6zunur maddelerin olaya karismasi ile buylyen ve
EH’nin mikroorganizma ile mucadelesinin bir sonucu olarak goérulen bakterisidal
etkideki degisimlerin, mikroorganizma dozu ile iligkisini belirlemek igin; insan
driner epitel hicresinin, Uriner yollarin yaygin bir patojeni olan Escherichia coli
K12'nin farkl miktarlar ile uyanminin bakterisidal etkide degisiklige neden olup
olmadidinin arastirnimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Epitel Hdcreleri: Antibiyotik almayan ve sigara kullanmayan saglikli 16 erigkin
bireyin sabah ilk akim idrarlari steril idrar kabina alindi, 50 ml'lik santrifdj tiplne
aktarildi ve hucreler 1200 rpm’de 10 dakika ¢okturdldi. Cokelti U¢ kez “Hanks
Balanced Salt Solution” (HBSS) ile yikandi, sUpernatan yikama islemlerinden sonra
siraslyla 800 - 200 - 800 rpm’de 10’ar dakika santrifuj edildi. Yikama islemlerinin
sonunda elde edilen Uriner epitel hiicreleri (UEH), %10 fetal dana serumu (FCS)
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iceren RPMI1640 besiyerinde sulandirildi, tripan mavisi ile boyanarak thoma
laminda sayildi ve %95 saflkta elde edilen UEH, 10* hicre/ml olacak sekilde
sulandirildi™18,

Bakteri Susu. Refik Saydam Hifzissihha Kultir Koleksiyonundan alinan E.coli
K12 susu EMB (Eosin Methylene Blue) agara ekildi, 37°C’de inkube edildi ve
ertesi gun plak yuzeyindeki koloniler toplanarak 3 kez fosfat tamponu (PBS) ile
yikandi. Bakteri cokeltisi %10 FCS igeren RPMI1640 besiyerinde sulandirildi, tripan
mavisi ile boyanarak thoma laminda sayildi ve mlI'de 10°- 10" dilusyonlarinda
bakteri iceren stspansiyonlar hazirlandi™ 1,

Antibakteriyel Etkinin Degerlendiriimesi: Bu amacla, Uremenin engellenmesi
deneyi daha 6nceden tarif edildigi sekilde mikroorganizma oranlar degistirilerek
yapildi. Kisaca: UEH ve E.coli, mikroplaklarda 1/10-1/10.000.000 efektér hiicre/hedef
hicre (E/H) oranlarinda 37°C ve %5 CO,li etlvde bir saat boyunca karsilastirildi. Bu
sUrenin sonunda kuyucuklardan seri dilisyonlar yapildi ve uygun sulandirnmlardan
EMB agara ekimler gerceklestirildi. EtUve kaldinlan agarlarda ertesi gun koloni
olusturan birimler (cfu) sayildi ve mikroorganizma kontrolleri ile kiyaslanarak
bakterisidal etki (BE) yUzdesi asagidaki formule gére hesaplandi™'®:

% BE=[ortalama cfu (kontrol kuyucugu) — ortalama cfu (deney kuyucugu)]

[ortalama cfu (kontrol kuyucugu)] x 100

[statistiksel Degerlendirme: Bu amagla Mann-Whitney U testi kullanildi. 1/10,
1/100, 1/1.000 ve 1/10.000 E/H hicre oranlari Grup |. ve 1/100.000, 1/1.000.000
ve 1/10.000.000 E/H oranlan Grup Il. olarak alindi.

BULGULAR

Calismamizda; Uremenin engellenmesi deneyinde, E.coli K12 ile mikroplaklarda
farkll E/H oranlarinda bir saat boyunca karsilagtinlan UEH'nin, E.coli K12'ye kars
antibakteriyel etkisinin |. grupta (%60.7), Il. gruba (%11.3) gdre daha yuUksek
oldugu saptanmistir (Tablo ). I. ve Il. gruplarda bakterisidal etki glici arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001) (Sekil 1).

Tablo I: Farkli E/H Hucre Oranlarinda Uriner Epitel Hiicrelerinin
Bakterisidal Etkisi (%)

Grup (E/H oranlari)

I (1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000) Il (1/100.000, 1/1.000.000, 1/10.000.000)
Ortalama=+SS* 60.7+2.3 11.3+2.1
Ortanca 61 105

*Standart sapma.

TARTISMA

Konaga mikroorganizma girisi ve hastalik olusumunun en sik ve ¢nemli yolu
mukozal alanlardir?. Mukozal immun sistemde epitel hicreleri; 6zgul olmayan imman
yanittan kazanilmig immadn yanita gegiste ve immun homeostazin regulasyon veya
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Sekil 1: Farkli E/H oranlarinda, UEH'nin E.coli K12 susuna karsi gosterdigi
bakterisidal etki ytzdeleri.

tolerans yonunde belirlenmesinde bir kavsak noktasi olusturmakta ve antijene,
mikroorganizma ile karsilastigi doz ve karsilagsma suresine gore nasil bir yanit
olusturulacagini belirlemektedir?.

Calismamizda; Uriner epitel hicrelerinin, Uriner sistem enfeksiyonlarindan en
sik izole edilen etken olan E.coli'nin logaritmik artis gosteren suspansiyonlari ile
uyariimasi ve degisen antijen dozunun bakterisidal etkide farkliiga neden olup
olmadiginin arastirimasi amaclanmistir. Konu ile ilgili daha énceki ¢alismalarda,
disUk mikroorganizma miktarlarinda (efektdr/hedef hicre orani: 1/1 ve 1/10)
pek cok epitel hucre tipinin, farkli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki
olusturdugu gosterilmistir'*'7. idrardan elde edilen epitel hiicreleri ile yapilan bir
calismada; hucreler Uropatojenik E.coli ile 1/1000 E/H oraninda 0, 15, 30 ve
45 dakika boyunca uyariimig ve zamana bagl bakterisidal etki gosterdigi tespit
edilmistir®. Bu calisma, epitel hicrelerinin yuksek mikroorganizma miktarlarina
da antimikrobiyal etki ile yanit verdigini vurgulamistir'®.

Epitel hicrelerinin dustk veya yuksek mikroorganizma miktarlarina
antibakteriyel etkinligi ile ilgili calismalar bulunmakla birlikte, degisen mikroorganizma
miktarlarina vermis oldugu yanitlar ile ilgili calismalar oldukca sinirhdir. Ellmerich
ve arkadaslarinin' galismasinda, Streptococcus bovis'in artan miktarlarina KB
(human oral epidermoid carsinoma) hucresinin IL-8 seviyesinde yUkselme ile yanit
verdigi tespit edilmistir. insan kolon epitel hiicre dizileri ile yapilan bir calismada,
hicreler kolera toksini ve toksinin B alt birimi ile inkUbe edilmis; B alt biriminin
epitel hdcrelerinden IL-10 mRNA’sI ve protein dretiminde, kolera toksininin ise
IL-8 ve IL-6 mRNA ekspresyonunda doza bagimli 6zgul artisa neden oldugu
belirlenmistir'®. Uriner epitel hiicre dizileri ile yapilan bir baska bir calismada da,
hucreler Pseudomonas aeruginosa lipopolisakkaridi ve Staphylococcus aureus
peptidoglikani ile farkli zamanlar ve farkl miktarlarda uyarildiginda, zaman ve doza
bagli olarak IL-8 yanitinin olustugu gosterilmistir?®. Agace ve arkadaglar?' ise, epitel
hucrelerinin doza bagl olarak nétrofil migrasyonunu etkiledigini saptamiglardir.
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Bilgilerimize gore, doza bagl bakterisidal etkideki degisimlerle ilgili herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Calismamizda, Uriner epitel hicrelerinin E.coli
K12'ye karsi birinci saatte 1/100.000 ve altindaki E/H oranlarinda ortalama %60.7,
1/1.000.000 ve Uzerindeki E/H oranlarinda ortalama %11.3 bakterisidal etki
gosterdigi, dolayisiyla bu etkinin doza bagimli olarak degistigi belirlenmigtir.

Epitel hucrelerinin mikroorganizmaya karsi konak savunmasi; antimikrobik
bilesenleri olusturmalari, fagositer hicreleri ve kazanimis htcreleri uyarmalari
ile olmaktadir. Mikroorganizmanin artisi ile bakterisidal etkinin belirgin sekilde
azalmasi, mikroorganizmanin miktarina goére hucrelerin savunmasinin degistigini
dusundurmektedir. Olasilikla belli bir miktarin tzerindeki mikroorganizma girisine karsi
epitel hucresi tolerans ile yanit vermektedir. Farkli mukozal hticreler, farkli zamanlar,
farkli mikroorganizmalar, farkli E/H htcre oranlari, htcrelerin mikroorganizma ile
birlikte olmasindaki ve suresindeki degisiklikler, hicrelerin farkli yanit olusturmasina
neden olmaktadir. Epitel hdcrelerinin mikroorganizmalara karsi yanitinin daha lyi
anlasiimasi icin, hicresel ve ¢ozunur faktorlerin mikroorganizma Gzerindeki tek
basina ve diger faktorler ile birlikte etkilerinin daha ayrnintili olarak arastirimasina
ihtiyac vardir. Mukozal epitel hicrelerinin doza bagl degisen immun yanitinin daha
iyi anlasiimasi, mukozal asi calismalarina buyUk katkilarda bulunacaktir.
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