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ACTINOBACILLLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS’A KARSI FARKLI
ANTIRIOTIKLERIN iN VIiTRO AKTIVITELERI

Do¢Dr. Emel OKTE*

OZKET

Actinobicallus  aciinomycetemcomitans  {zellikle
lokalize jiivenil periodontitisde etiolojik ajan  olarak
tanimlanan gram  negatif, fakultanf  anagrob  bir
kokobasildir.Caligmanm  amacim bu  mikroorganizmanin
farkll aniibiotiklere olan duyarlilfiin  incelenmesi
olugturmugtur. Caligma, lokalize jivenil periodontitls tams
konan 10 hasta izerinde gergeklestirilmigtir. Subgingival
mikrobiyolojik ornekler steril paper pointier ile  her
quadrantdaki en derln cebe sahip birinci molar diglerden
almmusur. Orpekler alindiktan  hemen sonra  Tryptic
Soy-Serum-Bacilracin-Vancomycin besi yerlerine
ekilmistir. Besi yerleri anaerobik jara  yerlegtirilerck
179C'da 3 giin sireyle inkiibe edilmigtir. Inkibasyon
periadunu  takiben izlenen mikroorganizmalar  keleni
morfelajileri, pram boyast, oksidaz ve Katalaz reaksivonu

yiininden degerlendirilmis  ve llastalarm  timiinde
Actinobacillus ~ actinomyceterncomitans  meveudiyeti
saplanmigtir. Trole edilen 10 Actinobacillus

actinomycctemeomitans sugunda da farkh antibiotikleri
igoren  standart  disklerle Columbia agarda antibiatik
duyarlltk testi yapilmigttr. Test edilen® antibiotikden 10
Actinobacillus aclinomycetemcomitans suguna da duyarls
clanlarin tetrasiklin, ofloksasin ve avitromisin cldugu
giwlenmistir.

. Anahtar Keljmeler: Aclinobacillus
actinomycclemcomitans, Antibiotikler, Antibiogram

IN VITRO ACTIVITY OF DIFFERENT
ANTIBIOTICS AGAINST ACTINOBACILLUS
ACTINOMYCETEMCOMITANS

SUMMARY

Actinobacillus actinomycetemcomitans is & gram
negative, facultative anaerob coccobacillus that plays an
important role in the etiology of especially localized
juvenile perindontitis. The aim of this study was Lo evaluate
this microorganism’s susceptibility w different antibiotics.
10 Iocalized juvenile periodontitis patients were included in
the study. Subgingival micrebiologic samples were taken
from the deepest pocket of first molars in each quadrant
with paper points. Samples were than immediately cultured
on Tryplic Soy-Serum-Bacitracin-Vancomycin agar plates,
They were incubated at 37°C for 3 days. At the end of this
incubalion period microorganisms  were  evalualed
according to their eolony morphologies and then, they were
gram stained and tested for oxidase and catalase activity.
All localized juvenile periodontitis patients were culture
positive for subgingival Actinobacillus
actinomycelemeomitans. Antibiotic susceptibility tests of
10 Actinchacillus actinomycetemcomitans isolatcs were
performed by using standard antibiotic discs on Columbia
agar. Among the six antibiotics, all of the Actnobacillus
actinomyecetemcomitans  isolates  were susceptible to
tetracycline, ofloxacine and azithremycin.
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GIRIS

Gram negatif, fakiiltatif anaerob kokobasil
olan Actinobacillus actinomycetemcomitans’ n
(A.a) prevelans: son yillardaki caliymalarda
saglikli bireylerde % 10, eriskinlerde izlenen ileri
periodontitislerde % 30-50 ve lokalize jiivenil
periodontitisde {LJP) % 90 olarak izlenmigtir.1 2/
Ayrica prepubertal, htzli ilerleyen ve refractory
periodontitis vakalarinda da 1zole edilebildii
cesitli galigmalarda gosterilmigtir.32537 Aa’nin
diseti bag dokusuna invaze oldugu gizlenen bir
galismada bu bolgede yapilan Kkiiltiir ydntemi
sonucunda canlilit da tespit edilmigtir® Bu
nedenle diger periodontitis tiirlerine gire A.a’nin
neden oldugu periodontitisli hastalarda mekanik

tedavi ile arzu edilen iyilesme saglanamamak-
tadir.5-1230  Buna bagli olarak supra ve
subgingival bilgelerdeki patojenik bakterilerin
climinasyouu amaciyla etkin antibiotikler olarak
gzellikle LJP'li  hastalarda tetraksiklinler ve
metronidazol-amoksisilin kombinasyonlari kulla-
mlmaktadir.722-243133 Ancak bu antibiotklerin
A 2’1 elimine etmede yetersiz oldugunu gasteren
klinik galigmalar da mevcuttur,!%-13.1632 Ayrica
yitkict periodontal hastaliga sahip bireylerin ayni
subgingival mikroflora kompozisyonuna sahip
olmamalar1 da antibiotik segiminin &nemini
géstermektedir. ¥ Bu nedenle galigmanin amacing
LIP'li hastalarda izole edilen A.a’a kargi etkin
antibiotigi  in  vitro  olarak  belirlemek
olusturmustur.

* Ciazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi.
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GEREC VE YONTEM

Calisma Gazi Universitesi Dighekimligi
FakKiiltesi Periodontoloji Anabilien Daling tedavi
amaciyla gelen, klinik 've  radyolojie ybnden
Baerin® kriterlerine uygun olarak DR tanist
konan: 110 a  lzerinde | gerpeklestitilmistir,
Hastalari sistemik yOnden saglikly ve som 6 ay
igerisinde  antibiyetik kullanmamts  olmalarina
dikkat ' edilmigtir. Subgmgwai maikrobiyolojik
Grnekler her quadrantdaki L diglerin en
derin bblgesinden paper gmmtier ile limmustin,

Ornetite: . Alinpasts: Ornekler  alinmadan
fnee | pamuk gmseéetéerle supragingival  plak
uzaklagtirtlpugti. Cep igine yerlegtirilem 3 'adet
sterill ‘paper point '10/sn.sonra uzaklastislarak 110
ml. Ringer solisyonu igeren Eppendorf tiplerine
alinmustir.

Besii yerlaniniy  hazwlammase:  Litrede 40
gr. tryptie soy agara, 1 gr. yeast extract ilave
edilerek, pH 7.2 olacak sekilde hazielanam bu
medyum 121 #C'daki otoklavda 15 dakika
tutulmustur. Otoklav sonrast manyetik kanstirict
ve 1siticida (Nilve) medyum 1151 50°C oldu§unda
100 mi. st serumu ve sterilize filivedbm (MES 25
Syringe Filter Unit) gegirilen bacitracin ve
vankomisin final konsantrasyonfar: % 10 olacak

sekilde 75 Rsgiml ve 5 (ig/mi ilave edilimigtir:*

[ alaratavany Flermiéeid: Ornekler alindiktan
hemen sonra ekim islemine gegilmistir. ‘Alinan
drnekler 30 sn. sireyle wortex mixer'da
homojenize edildilktem sonra Tryptie
S@y~5erum-Bacitr&cin-\lancnmycin (TSBV) besi
yerine 01 ml ekion yapuUmigtie. Besi yerleri
anaerabik im {Metck) yerlestirilerek, Anaeroeult
c (Mer@& il@vsﬁiyl@ % 810 CO.1i ortamda

93’_'50@‘*% Hreyle IHKHB@ edilmistir. lﬂéf
8¥§§H 1] E4 ﬁ% £ g!ﬂ@ w{z o 1B
%&;&?E&é ?&%ﬁ 2l %@% 34 %@é&@gi é%:

inkuhaﬁm periodunu  takiben “émlcmi
morfolofileri renk. sekil @ ve ! yiizey  yapisi
yontinder ' degerlendirilmigtic. | Caplars10.5-1,0
mm., iidighiikey, | kenarlart | hafif | idiizensiz,
translusent (seffaf),. parlak we ig yapisy yildiza
benzeyen, agar yiizeyine cok siki tutunmusg olan
kolonilerden  Grnek alinarak ‘gram boyast le
boyanmigtie. | Gram  pegatif kokobasillore ' de
oksidaz ve katalaz testi wygulanmigtir,

OKTE

{iksidaz testi

Kiltidr ortamindan ‘6ze ile alinan Grnek, test
icin gelistirilmig stripletin: (Roche) renkli kismina
strtilip 2 dakika stireyle bekletilmig ve bu islem
sonucunda koyu maviye dontigme pozitif olarak
kabul edilmistir,

Katalaz testi

10 ml Tween'! 80, 90 'ml. distile | suda
gbzdiiriildiikeen sonra, egit miktarda % 80 ¥252
ilave edilir. Bu soliisyendan bir damla kolonilere
damlatildidinda kabareik olusmasy katalaz pozitif
olarak deferlendirilmigtir,

10 hastadan izole edilen A.a'mm: agar disk
difiizyom tekni@i (Kirby-Bauer ydntemi})® ile anti-
biogramlartnr  yapmak amaciyla da Coelumbia
afarlara penisilin, critromisin, tetrasiklin, siprof-
ioksasin, ofloksasin ve azitromisin dgeren standart
test disklenii yerlestirilerek bu disklerim olugtur-
dugu inhibisyen: zonlan deferlendirilmigtir.

BULGULAR

10 hastadan alinan subgingival plak
drneklerinim 6zel TSBN besi yerine ekilmesiyle
izlenen mikroorganizmalar koloni msorfolojileri,
gram boyasi, oksidaz ve katalaz reaksiyonu
degerlendirilerek  hastalapm  timinde Aa
meveudiyeti saptanmigtic (Resim 1).

Resim LTSBV agarda‘izlenen tipik A .a. koloni morfolo-
jisimim mikroskobik g&rimiimi,

Elde edilen ' A.a suglarmen antibiotik ‘duyar-
lilik test spnuglart Tablo fdb: yer almaktadir.

Buna gbre URi hastalardan izole 'edilen
00 ALa susunun  da  tetrasiklim,. ofloKsasin  we
azitromisine ' duyarle | oldu§u’ @ iZlenmistir.
Biprofloksasinde 9 ve penisilinde de 6 slgun
duyarhligr tespit edilmigtir. Eritromisine kargt sm
1isus duyarly, 6sus duyarsiz ve 8 susda 8z Whyal
olarak bulgulanmisgtir,
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Tablo 1. Test edilen & antibictife ait duvarlilik sonuglar.

Sus saypilary:
Duyark Duyarsiz Az duyarll
Tetrasiklin 10
Ofloksasin 10
Azilromisin 10
Siproflaksasin 9 l
Penisilin i}
Eritromisin l 6 3
TARTISMA

L.JP'de primer mikrobial ctken olarak
saptanan A.a'in tespitinde Gzellikle epidemi-
yolojik galigmalarda ucuzlugu ve antibiyogram

ve seratip ¢aligmalarinda da gereklilifi nedeniyle

kiiltiir yéntemi giincelligini korumaktadir.!* Bu
nedenle ¢alimada da piyasada mevcut antibiotik-
lerin duyarliliim incelebilmek amaciyla kiltur
yontemi kullanilmigtr.

Mombelli ve arkadaglari!8 da adult perio-
dontitisli bireylerde A.a dafilimim inceledikleri
caligmalarinda, tedavi oncesi érneklerinde A.a’a
en fazla kanama olan derin ceplerde rastladik-
larim belirtmiglerdir. Periodontal tedavi sonrasi
da 5 mm ve iizerindeki ceplerden A.a izole edil-
digini gostermiglerdir ve bu izolasyonlarda 5
farkli tip drnek alimi kargilagtirilmig, her quad-
rantdan en derin cebin segildigi Srnek alma sekli
ile hem A.a’'m daha iyi saptandigi, hem de
mikroorganizmanin en yiiksek kiiltiire edilebilir
miktarimin daha iyi belirlenebilecegi belirtil-
mistir. Alinan &reek sayisimn smurlanmasi ise
aranan mikroorganizmanm mevcut olmasina
ragmen yanlig bir sekilde negatif sonug elde etme
riskini dogurmaktadir. Bu g¢aligmada da her
quadrantdaki en fazla etkilencn digin en derin
bolgesinden olmak tizere 4’er 6rnek alinmugtir,

Son yillarda yapilan kiiltiir ¢aligmalarinin
hemen hepsinde Slots’un?® Aa igin geligtirdigi
ozel TSBV besi yeri kullaniimaktadir, bu ¢zel
besi yerine kan yerine % 10’luk at serumu ilave
edilerek hemine gereksinim duyan Haemophilus
suglannm baskilanmas! ve Katalaz testinin yapi-
labilmesi saglanmigtir, ayrica ¢ofu oral mikro-
organizmalar da basitrasine duyarl olduklarr igin
besiyerine bu antibiotik katilmigtir. Vankomisin
ise streptokok suslart ve diger gram pozitif suglari
baskiladigi igin besi yerine ilave edilmigtir. Diger
kontaminantlann iiremesi de inkiibasyon anaero-
bik chamber (etiiv) da yapilamadifinda. % 90
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hava-% 10 COz igeren Torbal jar veya candle
jarda inkiibe edilmesi ile baskilanabilmektedir.
Bu nedenle ¢alismada TSBV beyi yeri ve
anaerobik jar kullamlmsgtir.

TSBY agarda katalaz pozitif ve yildiz
sekilli koloniler olusturan A.a suglannin gram
negatif kokobasil oldugu bilinmektedir.2? Ancak
vapilan bir calismada koloni rengi beyaz veya
sar1, yiizeyi de kaba veya diizgiin olmak iizere
hem "hastalar arasinda, hem de aym hastada
olmak iizere farkli fenotipik karakteristikler
izlenmis, ayrica nitrati indirgeme ve oksidaz
aktiviteleri de degiskenlik gostermistir.!? Bu
¢aligmada da 10 LIP’li hastanin tiimiinden izole
edilen A a suslarinda ayni sekilde kaba ve diizgiin
yiizey yvapilanna rastlanmigtir.

LIP'li hastalarda tek basmma uygulanan
kiiretaj ve kok diizeltmesi veya periodontal
cerrahi iglemlerinin A.a"1 elimine etmede yeterli
olmacdhf1 ve bu mikroorganizmanin doku igine
invaze oldugu ve canlilifi immunohistoiojik
olarak gosterilmigtir.®

A.a'in az da olsa afizdaki tiim bolgelerden
izolasyonu da lokal yerine sistemik antibiotik
verilmesinin daha uygun oldugunu gtstermek-
tedir3437 LIP’'li hastalarda kiiretaj ve cerrahi
tedaviye ek olarak 4 hafta siircyle giinde | gr.
tetrasiklin kullanildiginda daha iyi cevap alindift
agiklanmistir. 14 Sistemik olarak 14 giin siireyle
ginde | defa alinan 100 mg. doksisiklinin de,
giinde 4 defa alman 250 mg.'lik tetrasikline kargt
bir alternatif olabilecedi belirtilmigtir.'> Son yil-
larda tetrasiklinin yamisira ofloksasin ve azitro--
misin gibi antibiotiklerin de A.a’a etkin bulun-
mast A.a'a bagli periodontitislerin tedavilerinde
alternatif antibiotiklerin de olabilecegini gOster-
mektedir. 172036 Calismada da bu nedenle meka-
nik tedaviyi uygun bir sekilde destekleyebilecek
etkili antibiotigi belirleyebilmek amaciyla gesitli
antibiotikler in vitro olarak degerlendirilmistir.

Penisilinlerin ¢ogu periodontal patojenlere
karsi in vitro olarak etkili olmalarina kargin,
subgingival bdlgedeki patojenik mikroorganiz-
malarin {rettigi yiiksek betalaktamaz prevalans
nedeniyle in vivo olarak etkileri azalmaktadir3”
Son yillarda beta-laktamaz inhibitSrlerini igeren,
klavulanik asit gibi penisilin formulasyonlan
geligtirilmistir, ancak penisilinaz iiretimine bagli
olmaksizin penisiline direngli A.a suglarmin ol-
masi1 bu antibiotigin kullanimin sinirlayabilmek-
tedir.?® Cep sivest konsantrasyonu tam olarak
bilinmeyen penisilinler bu nedenlerle A.a’a bagli
periodontal  hastalikda ¢ok fazla tercth
edilmemektedir. Ozel- likle enfektif endokardit
riski olan periodontitisli hastalarda tedavi &ncesi
yapilan mikrobial analizde yiiksck sayida
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penisiline direngli A.a bulunursa, A a’1 baskila-
mak amaciyla farkl: antibiotik se¢iminin gerekli-
ligi bulgulanmistir3! Bu calismada da 10 Aa
susundan 6’sinin penisiline duyarl: oldupu tespit
edilmistir.

Eritromisinlerin ise ¢ogu periodontal pato-
jenlere etkili olamayacak seviyede yetersiz digeti
cep sivist konsantrasyonuna sahip elmalan nede-
niyle periodontelojideki kullanimi sinirbidir.2921
Yapilan in vitro ¢alismalarda da A.a’a etkin
bulunmamistir 22021 Bu ¢aligmada da A.a sugla-
rina kars: eritromisinin in vitro aktivitesinin
oldukga diigiik oldugu gbzlenmistir.

Tetrasiklinlerin cep sivisi konsantrasyonlar
serumdakine gdre 2-10 kat fazladir ve antikollaje-
naz etkileriyle de doku yikimini 6nleyerek kemik
rejenerasyonuna yardimci olabilirler?! Yapilan in
vitro ¢calismalara benzer olarak incelenen tiim A.a
suglarina karsi tetrasiklin’in in vitro duyarlilifi
saptanmigtir.!1*? Ancak tetrasiklinlerle yapilan
birkag haftalik tedavi sonrasinda, bazi periodontal
bilgelerde in vitro olarak A.a varlig1 bulgulanmg
ve tetrasiklin tedavisini takiben, periodontitisli
hastalarin subgingival mikrofloralarinda tetrasik-
line direngli bakterilerin sayica arttg1, ayrica bu
direngli bakteriler arasinda muhtemel patojenler
mevcut ise periodontal hastaligin tedavi edileme-
digi belirtilmigtir3!

Siproflaksisin gram negatif ve gram pozitif
fakiiltatif bakterilere karst etkili quinolone aktif
genis spektrumlu bir antibiotikdir263! Copu A a
suglaimn bu antibiotie duyarli oldugu bildiril-
migstir, ancak bu konu ile ilgili olarak diseti cep
stvisi konsantrasyonu tam olarak degerlendiril-
memistir3! Yeni geligtirilmis olan bu antibiotife
karsi bu ¢alismada 9 A a susunun duyarl: oldugu
gozlenmigtir.

Sentetik pridou karboeksilik asitin (pyridone
carboxylic acid, PCA) yeni gelistirilmis bir tiirevi
olan ofloxacinin anaerobik ve gram negatif ve
pozitif bakterileri dldiirebildigi ve A.a, fusobak-
teri ile Bacteroides tiirlerine kars: giiglii antibak-
teriyel aktivite gosterdifi bildirilmis, ancak bu
etkinin eritromisin, tetrasiklin ve klindamisin gibi
antibiotiklerde ¢ok zayif veya hi¢ olmadifi
belirtilmistir.l7 In vitro olarak ofloksasinin 10 A.a
susuna da duyarl1 olduju izlenmistir.

Azalid olarak bilinen yeni bir makrolid anti-
biotik olan azitromisinin, eritromisinle karsilagti-
rilarak deperlendirildigi caligmalarda, Aa'wm bu
antibiotife in vitro duyarlilif1 agar dilusyon meto-
du ile incelenmig ve eritromisine gore 8-16 kat
daha etkili bulunmugtur3% A .a’a karsi in vitro ak-
tivitesi olduk¢a yiiksek bulunan azitromisinin
diseti cep sivisindaki diizeyinin de A.a’1 inhibe
etmede yeterli olabilecegi  bildirilmigtir.20-
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Azitromisinin bu caligmada izole edilen tiim A.a
suglarinda etkili oldugu gézlenmistir.

SONUC

Son yillarda dzellikle refractory periodon-
titis vakalarinda periodontal tedaviye ek olarak
verilen antibiotik seciminde antibiogram yapil-
masi Snem kazanmistir.? Genellikle antibiotik
seciminde bireyden bireye defigen subgingival
floranin kompozisyonu ve in vitro antimikrobial
duyarlilifi goz oniine ahnmamakda veya ¢ok az
tnemsenmekiedir. Oysa periodontal tedavi Once-
sinde antibiotik subgingival flora kompozisyonu-
nun analizi ve antibiotik hassasiyet testi sonra-
sinda yapilmali, ayn1 zamanda hastanin medikal
durumu, ilacin muhtemel yan etkileri ve etkile-
gimleri ile cep sivis: konsantrasyonu da goz onii-
ne alinmalidir. Tetrasiklinlerin yanisira azitromi-
sin ve ofloksasin de A .a’a bagh periodontitislerin
tedavisinde tercih edilebilecek antibiotikler ola-
bilir, ancak konuyla ilgili klinik ve in vitro calig-
malara gereksinim vardir. Ayrica antimikrobiyal
tedaviyi takiben 1-2 ay sonra da siipheli patojen-
lerin elimine edilip edilemedigi ve siiperen-
feksiyon olusup olugmadigi tekrarlanan mikrebial
analiz ile kontrol edilmelidir.
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