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OZET

Son yillarda anti-bakteriyel diren¢ olgusu, bakterilerin neden oldugu hastaliklarla miicadelede daha fazla
sorun haline gelmistir. Biz bu g¢alismayla, agik yara ve yaniklarin firsatgl patojeni olan Pseudomonas
aeruginosay! daha etkili bir ydntemle inaktive etmeyi ve fotodinamik inaktivasyon(PDI) gelisimine katkida
bulunmayi hedefledik. Pseudomonas aeruginosa bakterisini, vitamin B kompleksi ve lazer ile inaktive
oldugunu spektrofotometrik Slgimler ve antimikrobiyal madde etkinligi analiz yontemleriyle gosterdik.
Ayrica PDI'nin bakteri Gremesi Uzerindeki etkisi hem kalitatif hem de kantitatif olarak degerlendirilmigtir.
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslari karsilagtirilarak 6lim oranlar belirlendi. Koloni
olusturma birimi oranlarinda Escherichia coli bakteri suslarinin karanlk ve isik deneyinde vitamin B
kompleksinin 0,25 mg/mL ve 0,125 mg/mL konsantrasyonlarinda % 20’lik bir 6lum orani goérilmustir.
Pseudomonas aeruginosa bakteri suglarinin karanlik deneyinde vitamin B kompleksinin 0,5 mg/mL ve
0,125 mg/mL konsantrasyonlarinda ¢ok az bir 6lim orani gérllirken lazer maruziyet sonrasi 6lim
oranlari sirasiyla % 60 ve % 50 ¢iktigi gérulmastir. Bu 6lUm oranlarini dogrulama amagli akis sitometresi
canlilik deneyleri yapilmis ve ¢ikan sonuglar birbiriyle paralellik gostermistir. Bu ¢alismadan elde edilen
veriler 1siginda; kirmizi lazer diyotun, vitamin B kompleksi ile birlikte Pseudomonas aeruginosa
bakterisinin inaktivasyonu igin uygun bir aday oldugunu éngérmekteyiz. Yaptigimiz bu ¢alisma, bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisi icin hastane, tip ve mikrobiyoloji alanlarinda yapilacak alternatif tedavi
yontemlerine i1s1k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik inaktivasyon, antibiyotik direng, hastane enfeksiyonlari, yara patojen
bakterileri, lazer
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ABSTRACT

In recent years, the phenomenon of anti-bacterial resistance has become more of a problem in combating
diseases caused by bacteria. With this study, we aimed to inactivate Pseudomonas aeruginosa, an
opportunistic pathogen of open wounds and burns, with a more effective method and to contribute to the
development of photodynamic inactivation (PDI). We have shown that Pseudomonas aeruginosa bacteria are
inactivated by vitamin B complex and laser with verifications of both spectrophotometric measurements and
antimicrobial agent activity analysis. Moreover, the effect of PDI on bacterial growth was evaluated both
qualitatively and quantitatively. Mortality rates were determined by comparing Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa strains. In the dark and light experiment of Escherichia coli bacterial strains at
colony forming unit rates, a mortality rate of 20% was observed at 0.25 mg/mL and 0.125 mg/mL
concentrations of vitamin B complex. In the dark experiment of Pseudomonas aeruginosa bacterial strains, a
very low mortality rate was observed at 0.5 mg/mL and 0.125 mg/mL concentrations of vitamin B complex,
while mortality rates after laser exposure were 60% and 50%, respectively. Flow cytometer viability
experiments were performed to confirm these mortality rates and the results exhibited consistency with each
other. In the light of this study; We predict that the red laser diode, together with the vitamin B complex, is a
suitable candidate for the inactivation of Pseudomonas aeruginosa bacteria. This study will shed light on
alternative treatment methods for the treatment of bacterial infections in the fields of hospital, medicine, and
microbiology.

Keywords: Photodynamic inactivation, antibiotic resistance, nosocomial infections, wound pathogenic
bacteria, laser

o Ll XX o LY o
W WP ISP

1. Giris

Mikroorganizmalarin fotodinamik inaktivasyon (PDI) kavrami 19. Ylzyilin baslarinda denemeler
sonucu ortaya cikmis ve gucli bir sekilde temeli atimistir. Fotodinamik inaktivasyon (PDI);
Paramecium spp. isiga duyarli eksojen boyalar (akridin) varliginda i1sikla inaktivasyonunun kesfinden
sonra asil kesin tanimi olusmustur [1]. Cogu mikroorganizma gunes isinlarina (UVR) karsi duyarhdir,
buna virlsler, algler ve mantarlar da dahildir [2]. Saprofit Mycoplasma tirl bakterilerin yapisal
zincirleri, gérunur 11k, toluidin boyasi ve singlet oksijen tc¢lusl ile hizli bir yikima ugradigi bildirilmistir
[3]. Koliform bakterileri metilen mavisi ve rose bengal varliginda 1 saat giines i1siginin etkisiyle su ve
atilk sularda tamamen inaktive olmaktadir, sonrasinda eklenen bir boya olan bentonitin
absorplamasiyla ortamdan alinir [4]. Teknik eksojenik fotosensitizer boyalar, havadaki oksijen ve
glines 1si1g1 kullanimina dayanir ve bu sayede misir sulama suyunun, islenmis atik sularin vb. tekrar
tekrar kullaniimasi gibi avantajlara sahiptir [5, 6].

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonu kontrol etmek, tedavi etmek veya 6nlemek igin kullanilir, ancak
son yillarda anti-bakteriyel direng olgusu, bakterilerin neden oldugu bulasici hastaliklarla micadelede
daha fazla sorun haline gelmektedir [7]. Ortaya ¢ikan bu halk saghdi sorununu sinirlamak igin, mevcut
antibiyotik tedavisinden daha etkili olan toksik olmayan bir tedavi gelistirmek 6énemlidir [8, 9]. Bu etkili
yontemlerden biri, bakteriyel inaktivasyon icin Fotodinamik Terapi (PDT) veya yaygin olarak kullanilan
terim Fotodinamik inaktivasyon (PDIydir [10,11]. Ek olarak, PDI'nin ¢oklu direncli bakterileri etkisiz
hale getirmek icin hizli ve etkili bir yaklagim sergiledigi bildirilmistir. In vitro ¢alismalar, inkibasyon ve
Isinlama sirasinda saniyeler iginde 6 — log10% CFU'ya kadar bakteriyel azalma olasiligini gostermistir
[12]. PDI ile bakteri inaktivasyonu, 1siga duyarli materyali fotosensitizer (PS) ve gorinir ultraviyole
Isigin yani sira singlet oksijen (*O:) ile isinlama sirasinda bakteri hiicresinde fototoksik hasara
sebebiyet vererek kullanan bir tedavidir [13, 14]. Singlet oksijen, PS temel durumunun uyariimasina
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yol acan belirli bir dalga boyuna (gorinir veya UV 1si1g1) sahip uygun isikla isinlandiginda Uretilebilir
[15].

Bu calismada Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa), Escherichia coli (E. coli), kilttrlerinde
vitamin B kompleksi ve 660 nm dalgaboyunda kirmizi lazer ile PDI'nin etkinliginin arastiriimasi
yapiimigtir. P.aeruginosa hayati tehdit eden enfeksiyonlara kadar c¢esitli hastaliklara neden olan ve
hastane kaynakli enfeksiyonlarin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilir [16]. P. aeruginosa
ozellikle, idrar yollari, solunum, yaniklarin ve agik yaralarin firsatgi patojenidir. Ayrica P. aeruginosa su
kalitesinin kotu oldudu kirli klivet ve jakuziler kullanildidinda dermatite sebep olabilmektedir [17, 18].

Bu makalenin amaci, biyolojik deneylerde alternatif 1sik kaynaklarindan biri olan 660 nm
dalgaboyunda lazer 11§31 kullanilarak ve bunun vitamin B kompleksi'nin fotodinamik inaktivasyonunu
Uzerindeki etkisini arastirarak PDI gelisimine katkida bulunmaktir. Ayrica toksik olmayan ve kolay
ulagilabilir bir fotosensitizer olarak vitamin B kompleksi secilmistir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin
ana sebeplerinden olan P. aeruginosa bakterisinin daha etkin bir ydntemle inaktive edilmesi
hedeflenmektedir.

2. Materyal ve Metot
Fotosensitizer ve Igik Kaynagi

Fotosensitizer olarak vitamin B kompleksi (B1:B6:B12), (Cas no:Sigma V2876 68-19-9), 1sik kaynagi
icin merkezi dalga boyu 660 nm olan kirmizi strekli lazer diyot kullaniimigtir. 0,2 cm?lik bir alani
kapsayan huzme genisligene sahip olup yaklasik Gaussian hizme profilindedir. Lazerin 1gin profili
Gaussian isin profilinin kuyruklari, numuneler tzerindeki maruz kalma akicihigina ihmal edilebilir katki
nedeniyle hesaplamalarimizda hari¢ tutulmustur ve lazer ¢ikisi uygulama alanina 5 mW’lik 1sik gugu
aktarmaktadir. Dozlama slresi olan 30 dakikada 45 J/cm? miktarinda 1sik enerjisi ilgili 6rnek ylizeyine
aktariimaktadir.

Bakteriyel Suslar ve Kiiltiir Kosullar

Deneylerde Escherichia coli (ATCC 25922) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) bakterileri
kullanildi. Bakteriler Luria-Bertani (LB) agarda, stok kiiltir plakalarinda -4°C'de buzdolabinda saklandi.
Deneylerden 6nce mikroorganizmalar, 37°C'de 15 saat boyunca LB sivi besiyerinde Uretildi, daha
sonra santrifjleme ile toplandi ve 1x108 CFU/mL stok konsantrasyonunda % 0,85 salin icinde
stispanse edildi.

Spektrofotometrik % T Olcumleri

Tdm deneyler iki grup halinde gergeklestirilmistir: bir grup 1siga maruz birakilmis ve digeri karanlikta
tutulmustur [19]. Biri 400 pl inokulum ve 100 pl steril salin (pozitif kontrol) karistirilarak, digeri farklh
konsantrasyonlarda 100 pul vitamin B kompleks ve sterii 400 upl LB besiyeri (negatif kontrol)
karistirilarak iki farkli kontrol grubu hazirlanmistir. Test gruplari, 0,125 ila 1 mg/mL arasinda degisen
son konsantrasyonlar vererek, 24-kuyulu (2 cm ¢apinda) steril polistiren plakalarda kalibre edilmis 400
pL inokulaya farkli konsantrasyonlarda 100 pL vitamin B kompleks soltsyonu eklenerek hazirlanmistir.
Isik kaynaklar numuneleri igeren kuyucuklarin Uzerine dikey olarak yerlestirildi ve plakalar
aydinlatilmistir (her kuyu diyot lazer 1sik ile muamele edildi), 25°C'de 30 dakika calkalanmistir.
Aydinlatmadan sonra tim numuneler tiiplere aktarniimistir, LB besiyeri ile 2 ml'lik son hacime seyreltildi
ve 37°C'de inkiibe edilmistir. Blylime orani bir spektrofotometre ile nicelendirilmistir ve 0., 2. ve 4.
saatte 400 nm-1000 nm dalgaboyu aralidinda gegirgenlik yizdeleri (% T) dl¢llmustur [19]. E. coli ve
P. aeruginosa orneklerinin 400 nm-1000 nm arasi isik tayfi gegirgelik degerlerindeki degisimlerin
yuzdesel farki olan gegirgenlik degisimleri (5§ %) hesaplanmistir. Gegirgenlik degisim (6 %) grafikleri
orneklerdeki 1sik tayfindaki gecirgenligin dalgaboyuna bagh olarak nasil degistigini nicel olarak
gostermektedir.

PDI'nin Bakteri Uremesi Uzerindeki Etkisi
PDlI'nin bakteri iremesi Uizerindeki etkisini  belirlemek icin belirli konsantrasyonlarda vitamin B

kompleksi ve 30 dakika diyot lazere maruz birakilarak yapilmistir. Isiga maruz birakildiktan hemen
sonra hicreler toplandi ve santriflijleme yoluyla salinle yikandi ve salinle 10, 100, 1000 ve 10000 kez
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seyreltildi ve her seyreltmeden 100 ul alinarak daha sonra LB agar icine yayma plak yontemi ile
kaplandi, 16-22 saat 37°C'de inkiibe edildi ve tek koloniler sayilarak CFU’lar hesaplandi [7]. TUm
deneyler U¢ kez tekrarlanmistir.

Antimikrobiyal Madde Etkinliginin Test Edilmesi (Agar Disk Difiizyon Yontemi)

Test mikroorganizmalarindan E. coli ve P. aeruginosa bakteri suslari daha énceden hazirlanan taze
sivi kdltirh (18-24 saatlik) yayma plak yoéntemiyle yapildi. 5-10 dk beklendikten sonra diskler
yerlegtirildi. 1-1,5 cm capindaki kagit diskler (filtre kagditlarindan hazirlanmis) kapali kapta otoklavda
sterilize edildi. Steril kagit disklerden bir tanesi ise steril suya daldirildi ve kontrol olarak agarli besiyeri
ylzeyine yerlestirildi. Bir tanesi de antibakteriyel bir ila¢ kullanilarak pozitif kontrol olarak yerlestirildi.
Diger disklere de vitamin B kompleksinin 0,125 mg/mL konsantrasyonu emdirilerek yerlestirildi. Petri
kutusu diiz sekilde inkUbatore yerlestirildi ve test mikroorganizmasina uygun kosullarda inkibasyonu
(6rnegin 37 °C’'de 24 saat) saglandi. Sekil 5 da yapilan deneyde inhibisyon zonlari inkiibasyonun 24-
48. saatlerinde ayri ayri incelemeye alinarak degerlendirildi ve zon olugup olusmadigina bakild
[20,21].

Akis Sitometrisinde Canlilik Tayini

Vitamin B kompleksinin+lazer isiginin, E. coli ve P. Aeruginosa mikroorganizmalarinin canliligina
etkileri Propidium iyodur (Pl) ile boyanmalari ile belirlendi [22-24]. Mikroorganizmalar 1 mL
(besiyeri+Pbs 1x) hacimlerinde 24 kuyucuklu plaklara ilave edildi. Ve vitamin B kompleksi belli
derisimlerde ilave edilerek 15 dakika 37°C’de inkibe edildi sonrasinda her bir kuyu 30 dk diyot lazere
maruz birakildi. Belirlenen miktarlarda fotosensitizer (Vitamin B komplek) uygulanmasindan ve i1sik ile
muamele edildikten sonra akis sitometrisi cihazi ile analiz edildi. Hiicreler ependorflara toplandiktan
sonra, iki kez soguk PBS ile yikandi. Daha sonra 5 dakika 1500 rpm (2 819 xg) de santrifiij edilip
supernatant kismi uzaklastirildi. Hiicre pelletin konsantrasyonu 10° hiicre/mL olacak sekilde
hazirlandi, igerisinden 100 pL (10% hicre) alinip Uzerine 5uL Pl eklendi, tipler 15 dakika, oda
sicakliginda, karanlikta inkibasyona birakildi. Daha sonra 300 yL Pbs 1x eklenen tipler akis
sitometrisinde analizi gerceklestirildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin karsilastirimasi, Graphpad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
yapildi. GraphPad Software yazilimi ile bir ANOVA tek yonli testi CFU sayisi kullanilarak bir Tukey
testi yapildi. Oldiirme egrilerinin egimleri, regresyon analizi ile dlgiilmiis ve éldiirme egrisi gizgisinin
egiminden D degerleri elde edilmistir.

TUim degerler tanimlayici istatistiklerde ortalama + SD olarak rapor edildi. T testi, verilerin Gauss
dagilimlarini takip eden populasyonlardan 6rneklendigini varsayar. Bu varsayim, Kolmogorov ve
Smirnov yontemi kullanilarak test edilir. Eslestiriimemis iki degiskenin karsilastirmasi, Welch
diizeltmesi ile egslestiriimemis t testi ile yapildi. ikiden fazla parametrik olmayan degiskenin
karsilastirmasi Friedman Testi (Nonparametric Repeated Measures ANOVA) ile yapildi ve bir post hoc
testi icin Dunn'in Coklu Karsilastirma Testi kullanildi.

3. Bulgular

Spektrofotometrik % T Olcumleri

BlyUme orani bir spektrofotometre ile nicelendirildi. 400 nm-1000 nm arasindaki dalgaboylarina
tekabul eden 1sik tayfi igin gecirgenlik ylzdesi (% T) olguldi. Sonuglar, mikrobiyal htcre
buyumesinden kaynaklanan bulanikligin bir fonksiyonu olarak % T olarak ifade edildi. Baglangigta, tim
test tupleri % 100 T idi ve bu nedenle artan bulaniklik % T ile ters orantiliydi. % 100 T'nin % O hticre
buyimesini (bulaniklik yok) gosterdigini ve % 20 T'nin % 100 hicre buyimesini (bulaniklik var)
gOsterdigini veya hig inhibisyon olmadigini géz éniinde bulundurarak analizler yapildi.

Gegirgenliklik yiizdelerindeki dalgaboyuna baglh niceliksel degisimlerin hesaplanabilmesi igin 6rnekler
pozitif kontrol (PK) — yani vitamin B kompleksi veriimemis- grup ve 0,125 mg/mL konsantrasyonlu
vitamin B kompleksi uygulanmis olarak iki farkli grubun lazer isini maruziyeti 6ncesi alinan gegirgelik
oranlarinin lazer sonrasi maruz birakilan érneklerin gegirgenlik oranlarindan c¢ikarilarak dalgaboyuna
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bagli olarak i1sik gegirgenlik yizdesi (% T)'deki degisimlerin niceliksel farki olarak bulundu. Sekil 1 ve
Sekil 2de E. coli ve P. aeruginosa o¢rneklerinin 400 nm - 1000 nm arasi isik tayfi gecirgelik
degerlerindeki degisimlerin ylzdesel farki olan gegirgenlik degisimleri (& %) gosterilmektedir. Alinan
Istk gegirgenlik verileri 400 nm ila 1000 nm dalgaboyu isik tayfi arasinda hem pozitif kontrol (PK) hem
de vitamin B kompleksi verildikten sonra olan % T verilerinin alinmasi ile elde edildi.

20

15

10

—— E. coli-Pozitif Kontrol
- - - E. coli-Vitamin B Kompleksi

Gegirgenlik Degisimi (8%)

0 1 1 i
400 500 600 700 800 900 1000
Dalgaboyu (nm)

Sekil 1: E.coli bakterisi icin pozitif kontrol grubu ve Vitamin B kompleksi i¢in lazer uygulama sonrasi ve dncesi
arasl! gegirgenlik degisimleri (§%) — dalgaboyu (nm) analizi
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- - - P. aeruginosa-Vitamin B Kompleksi
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Sekil 2: P.aeruginosa patojeni icin pozitif kontrol grubu ve Vitamin B kompleksi icin lazer uygulama sonrasi ve
oncesi arasi gegirgenlik degisimleri (6%) — dalgaboyu (nm) analizi

PDI'nin Bakteri Uremesi Uzerindeki Etkisi

E. coli ve P. aeruginosa bakteri suslarina uygulanan PDIl'dan sonra petride olusan koloniler (tekli
koloniler) sayilarak % CFU yuzdeleri hesaplanmistir (7). E. coli bakteri susunda karanlkta 1mg/mL
konsantrasyonunda kullanilan vitamin B kompleksinde % 35 lik bir 6lim goriimektedir. Ustiine lazer
etkisiyle bu etki % 40 lara gikmaktadir. Vitamin B kompleksinin diger konsantrasyonlarinda karanlik ve
Isik deneylerinde anlamli degerler gorilmektedir (****p <0,001 vs Isik PK; ****P <0,001 vs Karanlik
0,125 mg/mL) (Sekil 3). P. aeruginosa bakteri suslarinin karanlik deneyinde ise anlaml degerler
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vitamin B kompleksinin 0,5 mg/mL ve 0,125 mg/mL konsantrasyonlarinda gorilmustir. Bu
konsantrasyonlarin Ustline isik (lazer) ile maruziyet sonrasi 6lim oranlart % 60 ve % 50 ciktigi
goriilmektedir (****p <0,001 vs Isik PK, ****P <0,001 vs Karanlik 0.125 mg/mL) (Sekil 4).

E.coli

120
100
80
6
4
2

% CFU
S o

o

PK 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,125 mg/ml

ilag dozlari
W Karanlk ™ lsik

Sekil 3. Vitamin B kompleksinin E.coli susu tGzerindeki % CFU ****p <0,001 vs Isik PK; ****P <0,001 vs Karanlik
0,125 mg/mL

P. aeruginosa

% %k % %

150
5 100
L % sk %k k
o
- I I
0
1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,125 mg/ml
ilag dozlar

W Karanhk m Isik

Sekil 4. Vitamin B kompleksinin P. aeruginosa susu tzerindeki % CFU ****p <0,001 vs Isik PK, ****P <0,001 vs
Karanlik 0,125 mg/ml

Antimikrobiyal Madde Etkinliginin Test Edilmesi (Agar Disk Difiizyon Yontemi)

Antimikrobiyal madde etkinliginin (AMM)'nin (6zellikle antibiyotik vs.) etkinligi bu yontemle kisa slrede
ortaya konulabilmektedir. Yontem; E. coli ve P. aeruginosa bakteri suslari ile inokile edilmis petri
kutusundaki besiyerine eklenen AMM’nin (vitamin B kompleksi), besiyerinde difiize oldugu alanda
E. coli ve P. aeruginosa bakteri suslarinin gelisimini engelleyip engellemediginin belirlenmesine
dayanmaktadir. Vitamin B kompleksi mikroorganizmalar zerinde etkiliyse; vitamin B kompleksinin’in
eklendigi yerin cevresinde, inkiibasyon sonrasinda mikroorganizma gelisiminin gézlenmedigi bir
“inhibisyon zonu” olusur. Etkili degilse inhibisyon zonu olusmaz ve AMM etkiliginin olmadigina karar
verilir. Bu galismada “kagit disk agar difizyon” yontemi uygulandi ve vitamin B kompleksi inhibisyon
zonu olusturmamistir. Vitamin B kompleksinin (0,125 mg/mL) konsantrasyonda lazersiz antibakteriyel
aktivite gostermedigi sonucuna ulasiimistir (Sekil 5).
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Sekil 5: Vitamin B kompleksinin E.coli ve P. Aeruginosa susu Uzerindeki antimikrobiyal madde etkinligi testi
Akis Sitometrisinde Canlilik Tayini

Propidium iyodur (Pl), genellikle canli hlcrelerden diglanan bir membran gecirimsiz boyadir. Hlcre
cekirdegini boyayan PIl, apoptozun gec¢ evresindeki ve nekrotik hicreleri boyayarak FL2 panelinde
gorantilenir. Sonu¢ olarak boyanmayan hicreler canli Pl ile boyanan hicreler ise 6lu olarak
degerlendirilir. Sekil 6 da goérildiga gibi E. coli bakteri susunda ¢ok fazla fotodinamik intaktivasyon
etkinligi gérilmemektedir. Zaten bu ¢alismada arzu edilen patojen bakteri olan P. aeruginosa susunun
inaktive edilmesidir. P. aeruginosa susunun isik deneyine bakacak olursak E. coli bakteri susuna
karsin ylksek oranda Olim oranlari goérilmektedir. Vitamin B kompleksinin 0,125 mg/mi
konsantrasyonunu degerlendirecek olursak E. coli karanlik deneyinde % 7,9 6lium gdrulirken ayni
bakteri susunda isik deneyinde % 17,7 6lum goériimustir. P. aeruginosa bakteri susunun 11k
deneyinde % 44,2 oranlarinda 6lim goérulmastur (Sekil 6).

ADS k-02 A0S k-03 AO7 k-04 A0S k-05
Gate. (R2 in al) Gate: (R2 in alp Gate: (R2 in al) Gate: (R2 in al)
V-1 ViR Vi-L ViR -1 V-1
93,17% 6,9% 56, 6% 3,2%) 927"

Count

0 m @ ww
P

Count
0 M @ W
T —"

B02 l-e2 803 I-e3
Gate. (R2 in al) _Oate. (R
71-1 ViR 1

0.5

2 in aln

Count

Count
W oW o
R

Sekil 6: E.coli ve P. aeruginosa akis sitometrisindeki canlilik testi karsilastirmasi

Birinci siradaki grafikler E.coli karanlik deney sirasiyla (1mg/mL; 0,5mg/mL; 0,25mg/mL; 0,125mg/mL)
Ikinci siradaki grafikler E.coli isik deneyi sirasiyla (1mg/mL; 0,5mg/mL; 0,25mg/mL; 0,125mg/mL)
Uclincl siradaki grafik P. Aeruginosa i1sik deneyi sirasiyla (Img/mL; 0,5mg/mL; 0,25mg/mL; 0,125mg/mL)

istatistiksel analiz

ikiden fazla parametrik degiskenin karsilastirimasi Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile, Tukey-
Kramer Coklu Karsilastirma Testi ise post hoc testi ile yapilmistir. Tim istatistiksel analizler % 5
anlamhhk dizeyinde yapildi ve P <0,05, P <0,01 ve P <0,001 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
Analiz, Graphpad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. E-coli
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susunda ****p <0,001 vs Isik PK, ***P <0,001 vs Karanlik 0,125 mg/mL; P. aeruginosa bakteri
susunda ****p <0,001 vs. Isik PK, ****P<0,001vsKaranlk0,125mg/mL

4. Tartisma ve Sonug

Lazer maruziyetinde E. coli ve P. aeruginosa gegirgenlik az miktarda da olsa numunelerin 1sik
gegcirgenlik spektrumunda (tayfinda) artis géstermektedir. Bu 1sik gegirgenligindeki artis lazer 1s13inin
her iki mikroorganizma Uzerinde negatif etki olusturmasinin sonucu oldugu unutulmamalidir. Fakat
vitamin B kompleksi uygulamasi arti lazer uygulamasi sonrasi E. coli gecirgenlik degerleride
degisimde (6 %) c¢ok fazla bir etki gézlenmezken (bkz. Sekil 1); P. aeruginosa patojeni Uzerindeki
gecirkenlik degisimlerinde dikkate deder gecirgenlik oranlari pozitif kontrole gére artmaktadir (bkz.
Sekil 2). Bu da dolayli olarak P. aeruginosa patojenlerinin lazer maruziyetinden, E. coli’ye gore daha
fazla etkilendigini gdstermektedir. Bunun sonucunda E. coli ve P. aeruginosa patojen karma ortaminda
segici olarak patojenlerin terminasyonu vitamin B kompleksi ve lazer 1sin1 uygulamasi ile kontrolli
saglanabilir. PK ile 0,125 mg/mL Vitamin B kompleksi uygulama sonrasi E. coli bakterisi, PK
grubundan ¢ok ayirt edilebilir bir § % gostermemekle birlikte 400 nm ila 1000 nm dalgaboylari
araliginda hemen hemen ayni  § % duzeylerine sahiptir. Oysaki P. aeruginosa patojeni Uzerindeki
vitamin B kompleksi uygulamasi & % farkedilebilir bir degisim gdstermekte ve o6zellikle kizildtesi
dalgaboyu araliginda & % degerleri artis géstermektedir. 5% degerlerindeki artis vitamin B kompleksi
uygulama sonrasi P. aeruginosa icin % 15 degerini ge¢cmektedir. Bu sonuglar 1siginda E. coli ve
P. aeruginosa iki populasyonun bulundugu bir ortamda vitamin B kompleksi uygulamasi sonrasi
yapilacak bir PDI slreci 660 nm lazer uygulamalar ile secici terminasyon ve ayristirma sireglerinde
kullanilabilecegini 6ngérmekteyiz.

Klinik uygulamada PDI'nin yuksek maliyeti sadece ekipmanin fiyatindan degil, ayni zamanda PDI igin
kullanilan ilaglarin yiiksek maliyetinden de kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, 6zellikleri ylksek etkinlik,
dislk yan etkiler ve distk maliyet icermesi gereken yeni ilaglarin gelistiriimesi arzu edilmektedir. Bu
gereklilikleri takiben, halihazirda varolan bazi organik kimyasallar PDI adaylar olarak onerilmistir.
Bunlardan biri de 660 nm'de yliksek isik absorpsiyonuna sahip iyi bilinen bir boya olan metilen mavisi
(MB), PDl'de etkilidir ve gesitli hastaliklara kargi klinik uygulamalar igin 'Oz ve fotodinamik aktivite
Uretme kabiliyeti gdstermektedir [19]. PDI’ de MB fotosensitizer olarak kullaniimigir, bakteri hiicre
duvarlarini  gegmekte zorluk c¢ekmez. Katyonik yuUki nedeniyle, Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkaritlerinin negatif yikine kolayca baglanir [25, 26]. Gram pozitif bakteriler sitoplazmik
membranin disinda sadece kapstler materyale ve peptidoglikana sahiptir, bu da metilen mavisinin
membrani kolayca gegmesini saglar [27]. Bizim bu ¢alismada kullandigimiz bakteriler E. coli ve P.
Aeruginosa gram negatiftir, fotosensitizer olarak kullandigimiz vitamin B kompleksi katyonik etki ile her
iki bakteri membranindan kolayca geg¢mesini saglayacaktir. Antibiyotik direng, enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ciddi sorunlar olusturmaktadir [28]. P. aeruginosa bakterilerin % 77’si ¢oklu
direncli (= 3 grup antibiyotie direngli) olup, calisilan antibiyotikler icinde en dusik duyarlihigi
tobramisine (% 35), en ylksek duyarlihdl ise piperasilin+tazobaktama (% 55) karsi gosterdidi
izlenmistir [29]. Hastane enfeksiyonu etkeni Gram negatif bakteriler icinde Geniglemis Spektrumlu
Beta-Laktamaz (GSBL) Ureten E. coli ve P. aeruginosa, birgok antimikrobiyal ajana kargi artmakta olan
direnci ile 6nem tasimakta ve enfeksiyonlarin tedavi ve kontroliinde problemler yasanmaktadir [30]. Bu
calisma, antibiyotiklere kargi direng gelistiren P. aeruginosa bakterisini daha etkili ve ucuz bir yontemle
inaktive ederek yeni alternatif tedavilere imkan saglayacaktir.

Bu calismada 1sik deneylerinde surekli lazer i1sik kaynagi kullaniimistir. Lazeri diger 1s1k kaynaklariyla
karsilastirdigimizda birden fazla avantaji barindirmaktadir. Lazer isimasi, dar dalgaboyu band
araliginda kontrolli 1sima miktarlarini ayarlayabilmesi sayesinde hedeflenen organizmalara esyonli
Isinim kabiliyeti ve hedef odakli galismasi nedeniyle PDI uygulamalari igin ¢ok iyi bir segenektir. Bu
makalede, lazer 11ginin es zamanl olarak vitamin B kompleksinin mikroorganizmalara PDI etkisine
bakilmistir. PDI'nin bakteri Uremesi Uzerindeki etkisi; E.coli 1 mg/mL vitamin B kompleks
konsantrasyonu kullanan numuneler igin, karanlik ve 1sik 6lim oranlar % 40 olarak gortlmustir. Bu
sonug, tek basina vitamin B kompleksi'nin yiksek dozlarda zaten yiksek bir 6lim ylzdesini
indukledigi gercegiyle aciklanabilir. Bir baska olasi agiklama, daha ylksek konsantrasyonlarda
fotosensitizerleri'nin su ortaminda kendi kendine agrege olabilecegdi ve bdylece singlet oksijen verimini
azaltabilecegidir [31]. P. aeruginosa 1mg/mL vitamin B kompleks konsantrasyonu kullanan numuneler
icin, karanlik ve 1sik 6lim oranlart % 20 olarak goriimistir. 0,5 mg/mL vitamin B kompleks
konsantrasyonu E. coli’de karanlik ve i1sik Olimleri arasinda anlamli bir fark gorilmezken P.
aeruginosa’de karanlk ve 1sik 6limleri arasinda anlaml bir fark (% 60 lhk 6lim) goértimistir. 0,125
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mg/mL vitamin B kompleks konsantrasyonu E. coli'de karanlik ve 1sik 6limleri arasinda anlamh bir fark
gorilmezken P. aeruginosa’de karanlik ve isik olimleri arasinda anlamli bir fark (%40 hk 6lim)
gortlmustir. E. coli susunda ****p <0,001 vs Isik PK, ****P <0,001 vs Karanlik 0,125 mg/mL; P.
aeruginosa bakteri susunda ****p <0,001 vs. Isik PK, ****P <0,001 vs Karanlk 0,125 mg/mL (Sekil 3-
4). Vitamin B kompleksinin yuksek konsantrasyonlarda E. coli igin biraz toksik oldugu, patojen
mikroorganizma (P. aeruginosa) artan toksisitenin yalnizca lazer tarafindan i1sinlandiginda meydana
geldigini, dolayisiyla bu terapi esas olarak lokal ve topikal uygulamalar igin kullanilacaktir. intravensz
yoldan kullanim igin, ilacin vlcutta birikecegi yeri tam olarak bilmek ve ardindan o bdlgeyi lazer
ISimasina maruz birakmak énemlidir. Isiga maruz kalma siresi, vitamin B kompleksi konsantrasyonu
ve lazer 1sik dozu arasindaki dengenin arastiriimasi PDI verimliliginin kontrol edebilecedini
gostermektedir. Vitamin B kompleks birikiminin zayif oldugu perfize olmayan dokular igin, benzer bir
terapétik etkiye izin vermek igin 1sinlama sdresi uzatilmalidir. Maruz kalma suresi, farkli maruz kalma
uzunluklarinda hticre 6lUm hizi Gzerindeki etkilerle gdzlemlenebilecegi gibi, PDI aktivitesi icin esastir.

Antimikrobiyal madde etkinligini karsilastiracak olursak kadit disk difizyon ydntemiyle vitamin B
kompleksinin 0,125 mg/mL konsantrasyonunda lazere maruz birakiimamis hali ile antibakteriyel
aktivite gostermedigi sonucuna ulasiimigtir.

Akis sitometrisinde canlilik testinde E. coli bakteri susunda ¢ok fazla fotodinamik inaktivasyon etkinligi
goérilmemektedir. Baska bir ¢alismada da bizim ¢alismamiza benzer olarak E. coli bakteri susunda
fotosensitizer kullanilarak yapilan karanlk deneyi ile 1sik deneyini arasinda fotodinamik etkinlik olarak
anlamh bir farkhhk goérilmemistir [19]. Zaten bu calismada arzu edilen patojen bakteri olan P.
aeruginosa susunun inaktive edilmesidir. P. aeruginosa susunun 1sik deneyine bakacak olursak E. coli
bakteri susuna karsin ylksek oranda 6lim oranlari gérilmektedir. Vitamin B kompleksi E. coli bakteri
susunda igikta minumum toksik etki gosterirken P. aeruginosa susunda % 45’lik oranda 6lim
g6zlenmistir. Burada belirtmekte fayda var: Vitamin B kompleksinin uygulanan konsantrasyonu igin
lazerin 660 nm dalgaboyunu ¢ok az bir miktarda absorblamaktadir. Aksine vitamin B kompleksi bu
c¢alismada kullanilan konstrasyonlarda 660 nm dalgaboyu icin yiksek gecirgenlige sahip olmasina
ragmen Uzerinde durulan isik etkilesimi 6zellikle, patojen mikroorganizma (P. aeruginosa) binyesinde
vitamin B kompleksinin 660 nm isinimina direkt tepki verdigini ve PDI etkilesiminin patojenin
terminasyonu ile sonuglandigini akis sitometrisi de dogrulamaktadir. Burada Tip | PDT'den daha az
etkili olan Tip Il PDT yoluyla fotodinamik aktivite gosterebilir [32-34]. Ancak ilgili patojen icinde Vitamin
B kompleksi+lazer 1si1gi, ne gibi bir mekanizma ile bu terminasyon surecini tetikledigi ileriki
¢alismalarimizin konusunu olusturmaktadir.
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