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ACTINOBACILLLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS'A KARSI FARKLI
ANTIBIOTIKLERIN IN VITRO AKTiVITELERI

Do¢.Dr. Emel OKTE*

OZET

Actinobicallus  actinemycetemcomitans  Szeilikle
lokalize jiiveni! periodontitisde eticlajik ajun  ofarak
larumlenan  gram  negatif, fakiiltaul  anaerob  bir
kokobasildir. Caligmanm  amacin bu - mikroorganizmanmn
farkl  aniibioiiklere olan  doyarlhifimn  incelenmesi
olugturmustur, aligma, lokalize jivenil periodontitis tanis
konan 10 hasta iizerinde gergeklestirilmistir. Subgingival
mikrobiyolojik ornekler steril paper pointler ile her
quadrantdaki_en derin cebe sahip binmei molar diglerden
alwomgtir, Ornekler alindiktan hemmen sonra  Tryplic
Soy-Serum-Bacilracin-Vancomycin besi yerlerine
ekilmistir. Besi verleri anaerobik jara yerlegtirilerck
379C"da 3 gin siireyle inkithe edilmigtir. Inkiibasyon
periodunu  takiben izlenen mikroorganizmalar  koloni
meorfolojileri, gram boyast, oksidez ve katalaz reaksiyonu

yiniinden  degerlendirilmis  ve  hastalanm  timunde
Actinobacillus  actinomycetemcomitans  meveudiycli
saplanmuglr. Trale edilen 10 Actinobacillus

actinomycctemncomitans sugunda da farkh antibiotikleti
igoren standart  disklerle Columbia agarda  antibiotik
duyarhilik testi yaplmigtir, Test edilen® antibiotikden 10
Actinobacillus actinomycelemeomitans susuna da duyarly
olanlarm tetrasiklin, ofloksasin ve azitromisin oldugu
gizlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Actinobaciilus
actinomycetemeomitans, Antibiotikler, Antibiogram

IN VITRO ACTIVITY OF DIFFERENT
ANTIBIOTICS AGAINST ACTINOBACILT.US
ACTINOMYCETEMCOMITANS

SUMMARY

Actinobacillus actinomycetemcomilans is & gram
negative, facultative anaerob coccobacillus that plays an
important role in the etiology of especially localized
juvenile periodontilis. The aim of this study was to evaluate
this rmicroorganism's susceptibility to different aniibiotics.
10 localized juvenile periodontitis patients were included in
the study. Subgingival microbiologic samples were taken
{rom the deepest pocket of first molars in each quadrant
with paper points. Samples were than immediately culiured
on Tryplic Soy-Serum-Bacitracin-Vancomycn agar plates,
They were incubaled at 37%C for 3 days, At the end of this
incubalion perod  microorganisms  were  evalualed
according to their ¢olony morphologies and then, they were
gram stained and tested for cxidase and catalase activiry.
All lacalized juvenile periodontitis patients were cullure
posilive for subgingival Actinobacillus
actinomyectemeomitans. Aatbiotic susceptibility tests of
10 Actinobacillus acinomycetemeomilans isolates were
performed by using standard zotibiotic discs on Columbia
agar. Among the six antibiotics, all of the Actnobacilluy
aclinomycetemcomitans  isolatcs  were  susceptible 1o
tetracyeline, ofloxacine and azithromycin.

Key Words: Actinobacillus
actinomycetemcomitans,  Antibiolics.  Antibiolie
susceptibility.

GIRIS

Gram negatif, fakiiltatif anaerob kokobasil
olan Actinobacillus actinomycetemncomitans’n
{A.2) prevelansy son yillardaki ¢aliymalarda
safitikli bireylerde % 10, eriskinlerde izlenen ileri
periodontitislerde % 30-30 ve lokalize jiiveni
periodontitisde (LIP) % 90 olarak izlenmigtir.] 27
Ayrica prepubertal, hizli ilerleyen ve refractory
periodontitis vakalarinda da izole edilebildig
cesitli galigmalarda gdsteritmigtir 82547 A.a’nm
diseti bag dokusuna invaze oldugu gozlenen bir
calismada bu bolgede yamlan Kiiitiir ySntemi
sonucunda canliligi da tespit edilmistir® Bu
nedenle difer periodontitis tiirlerine gore A.a'mn
neden oldugu periodontitisli hastalarda mekanik

tedavi ile arzu edilen iyilesme saglanamarmak-
tadir.51230  Buna bagli olarak supra ve
subgingival bolgelerdeki patojenik bakierilerin
eliminasyonu amaciyla etkin antibiotikler olarak
ozellikle LIP'li hastalarda tetraksiklinler ve
metronidazol-amoksisilin kombinasyonlar1 kulla-
nilmaktadir.722-243133  Ancak bu antibiotiklerin
Aa’1 elimine etmede yetersiz oldugunu gosteren
klinik calismalar da mevcuttur.!®151632 Aynca
yikic1 pericdontal hastalifa sahip bireylerin ayni
subgingival mikroflora kompozisyonuna sahip
olmamalann da antibiotik se¢iminin &nemini
gostermektedir ¥ Bu nedenle ¢aligmamun amacins
LJP'li hastalarda izole edilen A.a’a kars: etkin
antibiotifi  in  vitro  olarak  belirlemek
olusturmusgtur.

* Czvi Universitesi Dis Hekimiigi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi.
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GEREC VE YONTEM

Calisma Gazi Universitesi Dishekimligi
Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dalna tedavi
amaciyla gelen, klinik ve radyolojik yonden
Baer’in? kriterlerine uygun olarak LJP tanisi
konan 10 hasta iizerinde gerceklestirilmigtir.
Hastalarin sistemik yonden saglikhi ve son 6 ay
icerisinde antibiyotik kullanmamig olmalarina
dikkat edilmistir. Subgingival mikrobiyolojik
Srnekler her quadrantdaki 1.molar diglerin en
derin bolgesinden paper pointler ile almmustir.

Ornegin Alinmasi: Ornekler alinmadan
once pamuk peletlerle supragingival plak
uzaklastinlmigtir. Cep igine yerlestirilen 3 adet
steril paper point 10 sn.sonra uzaklastinlarak 1.0
ml. Ringer solusyonu iceren Eppendorf tiiplerine
almmusgtir.

Besi yerlerinin hazrlanmasi: Litrede 40
gr. tryptic soy agara, 1 gr. yeast extract ilave
edilerek, pH 7.2 olacak sekilde hazirlanan bu
medyum 121 °C’daki otoklavda 15 dakika
tutulmustur. Otoklav sonrasi manyetik kanstirici
ve 1siticida (Niive) medyum 1sis1 50°C oldugunda
100 ml. at serumu ve sterilize filtreden (MES 25
Syringe Filter Unit) gegirilen bacitracin ve
vankomisin final konsantrasyonlart % 10 olacak

sekilde 75 pg/ml ve 5 pg/ml ilave edilmistir.2

Laboratuvar Islemleri: Ornekler alindiktan
hemen sonra ekim islemine gecilmistir. Alinan
ornekler 30 sn. siireyle vortex mixer'da
homojenize edildikten sonra Tryptic
Soy-serum-Bacitracin-Vancomycin (TSBV) besi
yerine 0.1 ml ekim yapilmstir. Besi yerleri
anaerobik jara (Merck) yerlestirilerek, Anaerocult
C (Merck) ilavesiyle % 8-10 CO;’li ortamda
37°C’da 3 giin siireyle inkiibe edilmigtir. Jar
icindeki anaerobik ortam jar igine yerlestirilen
Anaerotest strip (Merck) iizerindeki mavi rengin
4 saat sonra beyaza doniigmesiyle test edilmigtir.

Inkiibasyon periodunu takiben koloni
morfolojileri renk, sekil ve yiizey yapisi
yoniinden degerlendirilmistir. Caplari  0.5-1.0
mm.. disbikey, kenarlann hafif diizensiz,
translusent (seffaf), parlak ve i¢ yapisi yildiza
benzeyen, agar yiizeyvine ¢ok siki tutunmug olan
kolonilerden &rnek alinarak gram boyas: ile
boyanmistir. Gram negatif kokobasillere de
oksidaz ve katalaz testi uygulanmigtir.

OKTE

Oksidaz testi

Kiiltiir ortamindan 6ze ile alinan drnek, test
igin gelistirilmis striplerin (Roche) renkli kismina
siiriiliip 2 dakika siireyle bekletilmis ve bu iglem
sonucunda koyu maviye doniigme pozitif olarak
kabul edilmistir.

Katalaz testi

10 ml Tween 80, 90 ml. distile suda
cozdiiriildiikten sonra, esit miktarda % 30 HyO»
ilave edilir. Bu solusyondan bir damla kolonilere
damlatildiginda kabarcik olugmas: katalaz pozitif
olarak degerlendirilmistir.

10 hastadan izole edilen A.a'min agar disk
difiizyon teknigi (Kirby-Bauer yontemi) ile anti-
biogramlarim1 yapmak amaciyla da Columbia
agarlara penisilin, eritromisin, tetrasiklin, siprof-
loksasin, ofloksasin ve azitromisin igeren standart
test diskleri yerlestirilerek bu disklerin olugtur-
dugu inhibisyon zonlari degerlendirilmigtir.

BULGULAR

10 hastadan alinan subgingival plak
orneklerinin ozel TSBV besi yerine ekilmesiyle
izlenen mikroorganizmalar koloni morfolojileri,
gram boyasi, oksidaz ve katalaz reaksiyonu
degerlendirilerek  hastalarin  tiimiinde A.a
mevcudiyeti saptanmigtir (Resim 1).

Resim 1. TSBV agarda izlenen tipik A.a. koloni morfolo-
jisinin mikroskobik goriiniimii.

Elde edilen A.a suglarinin antibiotik duyar-
l1lik test sonuglar1 Tablo I'de yer almaktadir.

Buna gore LJP’li hastalardan izole edilen
10 A.a susunun da tetrasiklin, ofloksasin ve
azitromisine  duyarli  oldugu izlenmigtir.
Siprofloksasinde 9 ve penisilinde de 6 susun
duyarlih@ tespit edilmistir. Eritromisine karsi ise
1 sus duyarli, 6 sug duyarsiz ve 3 susda az duyarli
olarak bulgulanmigtir.
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Table 1. Test edilen 6 antibiotie ait duyarlihk sonuglari.

Sus sayilari:
Duyark Duyarsiz Az duyarh
Tetrasiklin 10
Ofloksasin 10
Azitromisin 10
Siproflaksasin 9 1
Penisilin [ 4
Eritromisin 1 6 3
TARTISMA

LIP'de primer mikrobial ectken olarak
saptanan A.a’in tespitinde ozellikle epidemi-
yolojik gahgmalarda ucuzluu ve antibiyogram

ve seratip ¢ahigmalarinda da gereklili i nedeniyle

kiiltiir vontemi giincelligini korumaktadir.’* Bu
nedenle ¢aligmada da piyasada mevcut antibiotik-
lerin duyarlihiginn incelebilmek amaciyla kiltir
yontemi kullanlmigtir.

Mombelli ve arkadaglan'8 da adult perio-
dontitisti bireylerde A.a dagiimm inceledikleri
caligmalarinda, tedavi oncesi trnekletinde A.a’a
en fazla kanama olan derin ceplerde rastladik-
[arm belirtmislerdir. Periodontal tedavi sonrasi
da 5 mm ve iizerindeki ceplerden A a izole edil-
digini gostermiglerdir ve bu izolasyonlarda 5
farkli tip trnek alimi kargilastirilmug, her quad-
rantdan en derin cebin segildigi érmek alma sekli
ile hem A.a'm daha iyi saptandifi, hem de
mikroorganizmanin en yiiksek kiiltiire edilebilir
miktarinin daha iyi belirlenebilecegi belirtil-
migtir. Alinan 6mek sayisinm smirlanmas: ise
aranan mikroorganizmanin mevcut olmasina
ragmen yanhs bir sekilde negatif senug elde etme
riskini dopurmaktadir. Bu g¢alismada da her
quadrantdaki en fazla etkilenen digin en derin
bilgesinden olmak iizere 4'er drnek alinmgtir.

Son yillarda yapilan kiiltiir ¢aligmalarimin
hemen hepsinde Slots’un® A.a igin geligtirdigi
ozel TSBV besi veri kullanilmaktadir, bu ozel
besi yerine kan yerine % 10’luk at serumu ilave
edilerek hemine gereksinim duyan Haemophilus
suglannin baskidanmas! ve katalaz testinin yapi-
labilmesi saglanmustir, ayrica ¢ofu oral mikro-
organizmalar da basitrasine duyarh olduklari igin
besiyerine bu antibictik katilmuigtiy, Vankomisin
ise streptokok suslan ve diger gram pozitif suglan
baskilachg1 igin besi yerine ilave edilmigtir. Difer
kontaminantlarin iremesi de inkiibasyon anaero-
bik chamber (etiiv) da vapllamadifida, % 90

3
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hava-% 10 €Oz igeren Torbal jar veya candle
jarda inkiibe edilmesi ile baskilanabilmektedir.
Bu nedenle c¢alismada TSBV beyi yeri ve
anaerobik jar knllamlmistir.

TSBV agarda katalaz pozitif ve yildiz
sekilli koleniler olusturan A.a suslanmn gram
negatif kokobasil oldugu bilinmektedir.?? Ancak
yapilan bir ¢ahsmada koloni rengi beyaz veya
sar1, yiizeyi de kaba veya diizgiin olmak iizere
hem hastalar arasinda, hem de aynm hastada
olmak iizere farkh fenotipik Xkarakteristikler
izlenmis, ayrica nitrati indirgeme ve oksidaz
aktiviteleri de degiskenlik gostermigtir.l? Bu
cahgmada da 10 LIP’li hastanm tlimiinden izole
edilen A a suslarinda aym gekilde kaba ve diizgiin
yiizey yapilarmna rastlanmstir.

LIP'li hastalarda tek basma uygulanan
kiiretaj ve kok diizeltmesi veya periodontal
cerrahi iglemlerinin A.a'1 elimine etmede yeterli
olmadigi ve bu mikroorganizmanm doku icine
invaze oldugu ve canliifi immunchistotojik
olarak gosterilmigtir®

A.a'm az da olsa afizdaki tiim bdlgelerden
izolasyonu da lokal yerine sistemik antibiotik
verilmesinin daha uygun oldugunu goéstermek-
tedir3437 LIP'li hastalarda kiiretaj ve cerrahi
tedavive ek olarak 4 hafta siireyle giinde 1 gr.
tetrasiklin kullamildiginda daha iyi cevap alindh
agiklanmistir.14 Sistemik olarak 14 giin stireyle
giinde | defa alman 100 mg. doksisiklinin de,
giinde 4 defa alman 250 mg "lik tetrasikline kargt
bir alternatif olabilecegi belirtilmistir.'> Son yil-
farda tetrasiklinin yanisira oftoksasin ve azitro-
misin gibi antibiotiklerin de A.a’a etkin bulun-
mas1 A.a'a bagl periodontitislerin tedavilerinde
afternatif antibiotiklerin de olabilecegini goster-
mektedir. 17,2036 Caligmada da bu nedenle meka-
nik tedaviyi uygun bir sekilde destekleyebilecck
etkili antibiotifi belirleyebilmek amaciyla gegitli
antibiotikler in vitro olarak degerlendirilmistir.

Penisilinlerin ¢ogn periodontal patojenlere
karsi in vitro olarak etkili olmalarina kargin,
subgingival bilgedeki patojenik mikroorganiz-
malarin iirettigi vilksek betalakiamaz prevalansi
nedeniyle in vivo olarak etkilert azalmaktadir3
Son yillarda beta-laktamaz inhibitdrlerini igeren,
klavulanik asit gibi penisilin formulasyonlan
gelistirilmigtir, ancak penisilinaz iiretimine bagh
olmaksizin penisiline direngli A.a suslaninin cl-
masi bu antibiotigin kullanimin simrlayabilmek-
tedir28 Cep sivis: konsantrasyonu tam olarak
bilinmeyen penisilinler bu nedenlerle A.a’a bagli
periodontal  hastalikda ¢ok fazla  tercih
edilmemektedir. Ozel- likle enfektif endokardit
riski olan periodontitisli hastalarda tedavi dncesi
yapilan mikrobial analizde yiiksek sayida
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penisiline direncli A.a bulunursa, A .a’r baskila-
mak amaciyla farkh antibiotik se¢iminin gerekli-
ligi bulgulanmustir3! Bu cahismada da 10 Aa
sugundan &'siin penisiline duyarh cldugu tespit
edilmistir.

Eritromisinlerin ise ¢ogu periodontal pato-
jenlere etkili olamayacak seviyede yetersiz digeti
cep sivisl konsantrasyonuna sahip olmatart nede-
niyle periodontolojideki kullanimi sinarbider, 2021
Yapilan in vitro ¢alismalarda da A.a’a etkin
bulunmamugtir 22031 Bu calismada da A.a sugla-
rina karst eritromisinin in vitro aktivitesinin
oldukea diigiik oldugu gozlenmigtir.

Tetrasiklinlerin cep sivisi konsantrasyonlan
serumdakine gore 2-10 kat fazladir ve antikallzje-
naz etkilerivle de doku vikimim dnleyerek kemik
rejenerasyonuna yardimer olabilirler 3! Yapilan in
vitro galigmalara benzer olarak incelenen tiim A.a
suglarina karg: tetrasiklin’in in vitro duvarlilig
saptanmugtir. 1130 Ancak tetrasiklinlerle yapilan
birkag haftalik tedavi sonrasinda, bazi periodontal
bolgelerde in vitro olarak A.a varlif bulgulanmig
ve tetrasiklin tedavisini takiben, periodentitisli
hastalarin subgingival mikrofloralannda tetrasik-
line direngli bakterilerin sayica arttig1, aynca bu
direngli bakieriler arasinda muhtemel patocjenler
meveut ise periodontal hastaligm tedavi edileme-
digi belirtitmigtir3!

Siproflaksisin gram negatif ve gram pozitif
fakiiltatif bakterilere kars: etkili quinolone aktif
genig spektrumlu bir antibiotikdir 2631 Cogu A a
suglarintn bu antibiotige duyarli oldugu bildiril-
mistir, ancak bu konu ile ilgili olarak digeti cep
sivist konsantrasyonu tam olarak degetlendiril-
memistir3! Yeni geligtirilmis olan bu antibiotige
kargt bu galismada 9 A .a sugunun duyarli oldugu
gazlenmistir.

Sentetik pridon karboksilik asitin (pyridone
carboxyli¢ acid, PCA) yeni geligtirilmis bir tiirevi
olan ofloxacinin anaerobik ve gram negatif ve
pozitif bakterileri Oldiirebildifi ve A.a, fusobak-
teri ile Bacteroides tirlerine karg gigli antibak-
teriyel aktivite gdsterdii bildirilmis, ancak bu
etkinin eritromisin, tetrasiklin ve klindamisin gibi
antibiotiklerde ¢ok zayd veya hic olmadifi
belirtitmigtir.!? In vitro olarak ofloksasinin 10 A.a
suguna da duyarh oldugu izlenmigtir.

Azalid olarak bilinen yeni bir makrolid anti-
hiotik olan azitromisinin, eritromisinle karsilagt-
rilarak degerlendirildisi caligmalarda, Aa’in bu
antibictige in vitro duyarlih agar dilusyon meto-
du ile incelenmig ve eritromisine gére 8-16 kat
daha etkili bulunmugtur.3® A a’a karg: in vitro ak-
tivitesi oldukca yiiksek bulunan azitromisinin
diseti cep sivisindaki diizeyinin de A.a’1 inhibe
etmede yeterli olabilecegi  bildinlmigtir.205¢
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Azitromisinin bu galigmada izole edilen tiim A a
suslarimda etkili oldugu gézlenmistir.

SONUC

Son yillarda dzellikle refractory periodon-
titis vakalarinda periodontal tedavive ek olarak
verilen antibiotik segiminde antibiogram yapil-
masit tnem kazanmustir® Genellikle antibiotik
seciminde bireyden bireye de@igen subgingival
floramin kempozisyonu ve in vitro antimikrobial
duyarlilif gz Hniine alinmamakda veya ¢ok az
tnemsenmektedir, Oysa periodontal tedavi Gnce-
sinde antibiotik subgingival flora kompozisyonu-
nun analizi ve antibiotik hassasiyet testi sonra-
sinda yapilmale, ayn1 zamanda hastanm medikal
durumu, ilacin muhtemel van etkileri ve etkile-
simleri ile cep sivis1 konsantrasyonu da ghz 6nii-
ne ahmmatidir, Tetrasiklinlerin yamsira azitromi-
sin ve ofloksasin de A.a’a baglt periodontitisierin
tedavisinde tercih edilebilecek antibiotikler ola-
bilir, ancak konuyka ilgili klinik ve in vitro galis-
malara gereksinim vardir. Ayrica antimikrobiyal
tedaviyi takiben 1-2 ay sonra da giipheli patojen-
lerin elimine edilip edilemedigi ve siiperen-
feksiyon olugup olugsmadigi tekrarlanan mikrobial
analiz ile kontrol ediimelidir.
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