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Antimikrobiyal Fotodinamik Etkinin Agizda Enfeksiyon Yaratabilen
Firsat¢i Mikroorganizmalara Etkisi

The Effect of Antimicrobial Photodynamic Action on the Opportunistic
Microorganisms That May Cause Infection in the Mouth

Nurgill KOMERIK

Easiran Gishekmigi Enstillsu, Landra, |ngiitere

Ozet

Amag: Bu calsmanin amac agizda entexsivon yaratabilecek frsalg) mikroorgarizmaiann, va ajiz flarasimin baz baktanlennin
tetadinamuk etkiye (FOE] duyariliiann arasthimaxtie.

Yontem: Mikroorgarizaalanr kangik kiiturian, 50 pg'ml toluidin mawvis: (TM) ekiendikisn sonra, dedisik doziardaki (3.7, 223 va
742 Lom®) helyum neon lazer sidina maruz birakildilar, Kontro! geubu suspansivarilara TM yering %0 850k sodyum lorir
(Kall) eklendi ve ssinfama yapilnad:, FOE daneylerin takiber misroorganizmalann canlilk sayimian yapidi. Ayrica, FOE sonras
E. colil hucrelerinde meydanz gelen yapisal degigwikler glektron mikroskabu 2 incelandi

Bulgular: Galigilan tfUm bakterilerin (nem agiz mikroflorasimn hem de firsaty mikroorgarizmalann) FOEye ylxsek seviyelords ve
banzer duyarlilisia oldudu Kaydsoidl, Bununla oirkkte £, abicansin duyarhi@imn ncelencn bakterlens: grania dana az oldugu
balrenan FOE sonucy hilere guvannda aalgal e<sfolyasyoniar ve stopiazmada kondgansasyon meydans geldigi gozlend. Bu
calgmanin sonuglar. incelapen rikroomganizmalann disik deddarda TM ve Kirmz) 154 e muamels ediidiginde in vifrg glarsk
didislerin géstermekiedir,

Sonug: Benzer sanuglar i wivo olarak da elde sailchilirze, fotodinamix terapl adiz kavitesinin lokal enfeksyonlannda antisivoik ve
antisentixiere algrnaif oir tedayt yantem: alabiir,

Anahtar sézclkler: foladinamik eti:, toluigin mavisl, lazer, agiz floras: firsaigl mikroorganizmalar

Abstract

Objectives: The aim of fhis sfudy was fo lnvestigate the suscephbilty of the opaarunistic microoranisms hal may cause
imfechon i the oral cavity, and some indigenaus bactena in the gral microflord o photodynamis aotion (POAL

Methads: After the godition of 50 pg'm! toluiding blue (TO) the cultures were exposed W vaniows doses of ight (3.7, 223 and 74.4
dem? ) from a helivm neon gas laser. Suspensions n the control grovp received 0.85% sodium chloride (NaCil) instead of TE, ang
not wradiated. Followang the experiments, the wabilly of the microorganisms was assessed. In addition, the: uitrasiructural
alterations of £, coll calls warg examinad under eleclron microscops,

Results: it was shown thal all microorganiams in the study were fighly suscephible to PDA. Both the gral mcrofiora and the
ooporfunistic microarganisms had similar susceatibilty fo F0A However, © albicans was less suscephible in comparnison 1o
bacteria, Treated microorganisms gemonstrated exfolations in the ouler membrane and the condensation of fhe cyloplasm
Conclusion: The microorganisms gvaldated in this study weore hilfed by low doses gf TH and light in witro, If similar resulis are
achigved in vivo, PO may be an alternative aooraash fo antibiclics and antisepiics for local infections fn the oral cavity.

Keywords: Photodyramic action, toluiding blue, \aser, aral microflara, eooortunistic microorganisms
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Giris

bmman sistemi baskilanmy hastalarda aqiz mikeo-
florasinm dengesi borulabilic ve hrsato) rmikroorga-
nizmalar (ormeding Escherichia coli gibl aerobik
Gram-negalil  basiller, Staphylecoccus susln ve
Candidal agiz icinde kolonize olarak enfeksiyonlara
yol acabilicler, Agiz igerisinde Tokal odak meydana
yetiven bu mikroordanizmalar aynica, ciddi sistemik
enfeksivonlara da kavnak olabilider,' 3 Firsator mik-
roorganiznyalar taralmdan olusturulan enfeksiyon-
e ledavisi, b organizmalann anlibivoliklere
tirench olmalan nedeniyle biyik Bir problem olq
rak gundeme gelmeliedir

Fotodinamik terapi (FDT) istenmeyen  hacrelerin,
duyarlastines bir aanm ve uvaun dalga oyuma:sahip
stk ile reaksiyonuyla meydana aelen sitotoksik
urunler (temel eharak singlel oksijen) vasilasivla eli-
mine edilmesi esasma dayamr. Bo ledavi toriinde
hastalara duyariastine ajanin topikal, aral veya intra-
venibe olarak verilmesinl takiben ilgill balgeye 1m0
lama yagubr, FIOT lokal ve tekrarlanabilic bir tedavi-
thr ve lokal enfeksiyonlar igin Ideal ‘bir alternatif
olabilir, Dedisik ajanlaria ve dozarda uyaulanan
FOT, lamorlerin tedavisinde vayam olarak arastirma
konusu almus ve umulb vericl sonuclar kaydedil
migtir. Bununla birlikle. bu yaklasimin mikroorganiz-
malarn (hakterdler, mantarlar ve virslering yokoedii-
mesinde Bagsanh bir teknik oldugu birgok calisma
larafindan ortaya konulmustur, ¥

Antimikrobiyal fotedinamik etkide (FDED bircok du-
varlasting ajamn etkinligh arastiriimis ve bunlar ara-
sinda loluidin mavisinin {TM) basarih bir duyar-
lastmcr ajan oldugu gosterilmistir. Wilson ve gru-
but ™% clrik ve diseti hastaliklanna neden olan ve
enfeksivon  yaratabilecel  Streplococous
sanguis, Porphyromonas gingivalls,  Actinobacillus
actinomycetemacomitans, Fusobactetium nucleatum,
Staphylococcus aureuas ve Candida albicans qibi
bircok organizmanmn TM ve kirmizt stk kullanarak
uydulanan FDE ile kolayhkla éldarilebildiging @ vitro
deneylerle ortava koymustur, Genel olarak, ™ ve
kirmnize askun tek  baslarnna mlkmrganizmalarm
canbibiy izerinde herhangi bir etkilerinin olmadig
saptanmustic.* ™ Anilan calismalarda mikroorganiz-
malann tek tek slispanse edildidl kiitider kullanl-
miustir. Ancalk agqiz mikroflorasida Kansik olaralk
Balunan  mikroorganizmalar tedavive larkl duyar-

adleela

Iiliklarda cevap verebilirler. Bu calismamin amac,
atiz icinde enfeksiyon yaratabilecek mikroorganiz-
tralarn bir arada bulunduklan kansik sispansiyon:
larda, TM ve leiyum neon (HeMel lazer 151 kul-
landarak yapilan FDEYe duyarlhlk derecelerini in
vitra olarak arasbrmakbr, Aynica, TM kullanaralk
vapilan TDE ile bakterilertde olusturulan yapisal
Basar incelenmistir,

Gereg ve Yontem

Labsmammuda  duyardasting ajan olarak M kul-
lamlch. TM (Sigma, Poole, Ingiltered, B0, 85k Mad
icerisinde hazilade Isikh kaynad olarak 35 mWw
gucinde HeNe gaz) lazeri [Spectra Physics, Tokyo,
Japonyval kullarld), Bu lazerler ditsik aule 15k Kay-
naklardhr ve 633 nm dalga boyunda krmize sk
verirler.

FOTye duvarhhdgn dederdendirilen mikroorganizmalar:
Actinamyces viscosus (NCTC 10951), Streptococous
mutans (NCTC 10449, MNejsseria subfTavs GATCC
LO78], Veilllonella dispar (NCTC 118310, Escherichia
coli (NCTC 10418), 5 auvreys (NETC 6371) ve €
albicans (MCTC 309140 suslan idi. Tim suzlar 'Ma-
tional Collection of Type Cullures'dan (Colindale,
ingiltere)  sarlandl. Mikroorganizmalar,  Wilkins-
Chalgren s besiverinde 37°C de 24 saat enkibe
edildi ve 5000 qde 15 dk santriftje edildj, aha
sonra, kolthrler (spektroskopide bakteriler icin 1.0
ve Candidaigin 2.0 optik densite dederler elde edile-
reld Benzer sayida hicre icerecek sekilde 90,857
lik Mall icerisinde shspanse edildi.

Her bir mikroorganizma Kaltird iceren stspansiyvon-
far kanstirldiktan sonra 100 pllik saspansiyonlar
Bb-kuyucukly mikatitre labaklarna transter edildi
Ay hacimdeki TM (50 ma/ml) sispansivoniara
eklendi ve | dk enkibasyon perivodundan sonra,
Kuyucuklar 3,7 Jiem® (smlama siresi: 30 sn) lazer
ilesimlandi. Deneyler 22,3 v 74,4 Jiom= (smlama
shreleri: 3 ve 10 dk) 15m kullanaralk lekrariands,
Kontrol grubundaki stspansivonlara ise TM yerine
esil hacimde %0,85'lik NaCl verildi ve isinlama
vapiimadi, Deney suresince homojen biv kansim,
her kuyucuk Igine 4 mm miknahis kanstincilar konu
larak ve mikrotitre tabaklan miknatis kanistine tab-
lolan ozerinde olmak  kaydiyla  gergeklestiriidi
Isinlama islemlerini takiben, Wilkins-Chalgren s
besiveri {le ser sevrellmeler yapildi ve sitspan.




siyonlar selektif besiyerlerine vayildy, £ colf igin
MacConkey, 5 mulans jcin Mitis salivarius, C allicans
icin Sabouraud, 5 awrews icin Baird Parker, V. dispar
icin Veillonella, A viscoesus icin Cadimium (uoride
acriffavin telluride ve M subflavaicin Thayer Marlin
besiverleri kullanildi (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere;
Dilco, Detroit, ABDY E. cofi, 5. aurews. N, subflava
vie (oalbicans' i aerobik, A, viscosus, V. dispar ve
5.omuans'n ise anagrobik kabinlerde (Don Whitley
scientific, Shipley, Indiltere) 7 ginlik enkiibasvon-
larindan sonra canlill savonlar yapeld..

Aynca. Focoli Kilturlerinin FDE (30 mg/ml TM ve/
veva T ams sk ile muaimelesin takiben hoc-
relerin transmisyon eleklvon mikroskabu le yapisal
degisikliklert incelendi. Rontrol grubu bakterilere
T yering %0.83HK MaCl uvguland) ve (sinlama
yaplmadi,

Bulgular

Mikroorganizmalarnm FOE ye duyarliliilar

Incelenen tiom mikroorganizmalann uygulanan para-
metrelerde; FDEve duyarl olduklan gdzlendi (Grafiki.
tram-nagalil ve Gram-poeitif bakterilerin FDE ye
penzer sekilde duyarlililk gosterdikleni saptancd, Bak-
teriterin &lam oran, 3.7 Jfem? asik kollanildgyinda,

canlihk saym) {cfuiml)
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M. subliavada diger bakterilere oranla istatiksel ola-
rag daha dilsih olmasina ragmen (p<0,001), 15k
dozlar artinildidanda bu oranlarda herhangi bir {ark
goztenmedi, Bununla birlikte, kollamilan (om sk
dozlanmda, C, albicans'da elde cdilen aldarme oran-
larmun, test edilen dteki bakterilerle kiyaslandiginda
islatibsel olarak daha az oldudgu beliclendi (0,004
Baullamilan siun eneri dozunun artimas:, her bir bak-
terd igin benzer edimde olmak Gzere, organizmalar-
da daha yukseh derecede olimlere neden oldu, TH
il uygulamasim takiben 3.7 Jiom=, 22,3 Jicme ve
ThA Jiom® sk doxu ile muamele ediien bakteri-
terde elle edilen dlum oranlan sirasivla %90,
TLOOY 4500050 Gzerinde olarak saptandi Aym
ik dozlan, C. alldcans'da %54, %88 ve %98 oran-
larimida Glime yol acl,

Hucrelerdeki yapisal dedisimler

FOE uyaulanmig hicreterde hocre dis dovanmn sito-
plazmik membrandan dalga seklinde eksioliyasyoni
dikkat cekicidir (Resim 1), Aynca, sitoplazmada
kondansasyon ve vakuol formasyonu ixlenmeklecdir,
FOE wyqulanmes hocrelerdeki vakuoller sitoplazma-
da yanklar seklinde kendini gdstermekledir ve kont-
rol grubundaki elektron mikroskobu icin drneklerin
hazrlanmas sirasinda meydana gelen hicrenin bir
tarafindaki bosluklar seklinde garilen artefaktlar jle

1.E+11
1,E+10 .
1 E+09 =l O E. cofi
1.E+08 l B S. aureus
LERGT - m C. albicans
1,E+06 &
1| E+05 \*; mS m.utans
1,E+04 1; m V. dispar
1,E+03 ] WA viscosus
1.E+02 - m N subflava
1,E+01 .
1.E+00 =

kontrol 372 22,34 744

51k enerji dozu (Jem®)

Grafik.  Her bir organiemamn 25 pg/ml T varhduoda cestldl perivotlarlze vapdan sinfamaya verdig yamil. Organtimmalann canhik

saymmlan Wir mililitredesl coloey forming wed alarak ifade edilonistie (cfu/mb), Barlar oraloma canhli savitrn (n=4) ve hata

barlar stardanl sapray) temsil etmekiedin
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Resim [-4. £ colhoorelorinm FIE ancesi 1), sonmas (2] sadece TM (3 ve sadece sk A1 ile muameleler sonras) ransmisyon elekizon

miarossobu (e goosnumibern.
kamstirdmamabdr  (Besim 20 M ve  sik, Lek
Baslanma uygulandiklarinda hicrelerde herhanoi bir

yapisal dedisiklik gizlenmedi (Resim 3 ve 40,

T‘artt;‘.ma

Bircok mikroorganizmann antibivotiklere direnc ka-

ranmasi enfeksivontann kontrol altma alimmass k-
nusundd endiselerin artmasing neden olmalktadir,
Yeni gelistirifen antibiyotikler genel olarak, eskl jene-
rasyoulann bir tarevi olmakta ve mikroorganizmalar
bir sure sonra bu antibiyotiklere de direng kazan-
maktadir. Bu nedenle, farkl antimikrobiyal yontem-
lerin gelistiriimesi konusunda calismalar yodun ola-
fak devam cbmekledir, FDE, lokal enfeksiyvonlarm
ledavisinde antibivoetiklere ideal bir alternatil olabi-
lir. Antimikrobiyal FDE'de hiicre hasan, duyarlastine
ajan ve g etkilesing sonucu meydana gelen singlet
ohsijen vastasyladir, Son derece reakbf olan singlet
oksijen,  hicrelerde  lipit  peroksidasyonuna  ve

proteinlerin hasarina yol acar, Mikroorganizmalarin
sinilet oksijene duyarhbil gelistinmelern ise oldukga
dasull bir olasihiktr. Aynca, hayvanlar  Geerinde
yvapilan histolojik calismalarla, M ile uygulanan
FOEnin antimikeobival parametrelerinin ok Gzerin-
deld dozlarda dahi adiy imukozasina herhangl bir el-
kisinin elmadicy aodsterilmistir, '

Bu galisma, mikroorganizmalarin TM ve Kimizi sl
la uyulanan FOEye, in vitro olarak kayda deder de-
recelerde duyarh oldudunu géstenmistir: TM e uygue
lanan FDE sonrast hilcrelerde dis membranda dalga
sehliele kinsikhklar ve sitoplazmik membrandan
ayrilmalar; sitoplazmada ise kondansasyon ve yark
taranda kavileler dikkat gekici bulguiardy, Benzer
yap! bozukluklan Mitzan ve arkadaslan'! tarafindan
E. coll hocrelen pelimiksin nenapeptil ile muamele
edildidinde ve duyarlashing ajan olarak porfirin kul-
lamldiqinda gasterilmistir, Nacredeki bu dedqgisikiik-
ler, TM dte wygulanan FDE ile yaratilan sitotoksik




hasann dnce hicre dis duvarnda oldugu ve FDE
sturesinee TMnin zarara ugramis hilcre duvan yoluy-
la, hiere igine girerek dider organellert de etkile-
digini lbsimdarmektedi

Cabsmamizda, antimikrobiyal FDE nin spesifik. ol
matide ve hem Uram-negatil, hem de Gram-pozitii
baklerilere. benzer  etkinlikte  bir teknik oldugu
aozlendl. Grame-negatil bakterilering anlibabterivel
ajanlara genel olarak Grame-poziliflerden daha di-
rengll elduklan bilinmektedir, Birgok Gram-pozitif
mikrooranizma FREye dayarh olmasma ragmen, 12
ram-negatif baklerilerin cesitlh duvariasting ajan-
larla (deeliikle porfirinlerle) uvqulanan FBEve duyar-
siz. oldullan  gielemlenmistr,'® Baz arastincilar
Ciram-negatil baktertlerin FDOEve direncli olmalanin
Bakterilerin  gecirgenil bariyver olusturan  hicre
duvan yapisina badlamakiadiclar. Tris-EDTA ve poli-
talksin noenapeptil gibi hicre s membran yapsm
dedisliren ajanksr FOE Gnces! waulanmsg ve bévlece
perfirinter ve talosiyvaninler (porfirin anatoglan) ile
vapllan FDE'nin Gram-negatif bakteriler Geerinde
cthili olmasina yardunor  olunmustue, ' Calis-
manmicda ise Gramenegatlf bakterilerin dnceden her-
Fanoi e membran vapis bosuce madde kullan:
mitta gereksirim olmaksizin TH ile uyguianan FOE
ite Oldarilebildiklen belilendi, Baklerinin FRE ve
duvarhhooe kullanidan ajamn eleltril vk ile ilgisi
ebelidu ve FOE'de, Ratyonik ajaniann anyonik olan-
lardan daha ethili oldudu disiniimekledir. Ratyo-
nik maddelerin FOE'de hem Gramenegalil, hem de
Gram-pozitil bakleritere karst ethill ajaniar oldudu
ama vieva  natral  ajanlarnn
lasbiner etkilerinin olmadige bildirilmistir, !5 19 Katyo-
nik-ajanlann neden daha etkili olduklan tam olarak

anyonik folecduyari-

anlasilamanis olmasina ragmen pozitii yOkIG ajan-
lanmn balilerinin dis membran gibi hicrenin anyonik
Frerlgelerine afiniteled bir neden olabiliy, TMnin kat-
vanike Bir ajan olmast ve TM ile yapilan FDE'nin
hacre s membraming  direkl ctkisi gibi belivl
aeelliklers, baklerilere karst ethili bir duyarlasting
madde olmasinda rol oynayabilir,

Adiz ict Moras ve firsatg) mikroorganizmalann FDE -
ye Dbenzer derecelerde douyarll oldudu saptanmakla
birlikte, Candidada elde edilen Gllm oranlan bak-
terilere gore daha dustk bulunmustur, Cahsmamaz-
da, benzer sawilarda mikroorganizmalar iceren sus-
pansivonlar kullaminustir. Ancak, adiz icinde kolo-
nize olan Candida sayisi (dolayist ile sinlama

EU Dighe Fak Derg 2062, 23: 11-16

atanima dusen Candida sayis), agee i lorasina
oranka cok daha disok sevivelerde olacakir. Burian
sonucu tedavi sonrast ortamda bulunan Candida
savisl Kayda dedger oranda disecektice. Bununla bire
likle, eger ledavi belli bir mikroorganizmaya hedel-
lenmek istenirse, TMnin hedel mikroorganizmaya
karsi  gelistivibmis  antikorlarla konjige  edilerck
segic kullanmu mbmbkure ofabiliv, Duvarlastino ajan
olarab kullamilan Sn (VI eliforin efi, anti-F, acruging:
sa mionoklonal anlikorlars baglandianda 5. aoreus
varliginda P, aeruginosay secicl olarak oldirdakler
hildiribmistir, 7 sonuclar, P
Strep. sanguds ke Ransik slspansivonunda TM'ye
kKonjige edilmis antikorlarta hedefenerck oldirl-
mesi ile gostedimistic.'™ Avnica, hastalarda saghkh
bir adiz floras, ledaviden hemen sonra agan nor
mai adiz forasing igeren gargaralaria calkalanmas
sureti ile saglanabilir,

henzer qingivalisin

Sonucg

In vitro kaydediten sonuglar fn vivo olarak da elde
edllirse adee igindeki firsatc) mikroorganizmalarla
olusan enfeksivoniann FDE dle tedavisi- mimkin
olalilir. Daha etkill 151k kaynaldannn ve mikroorga-
nizmalara hedeflenen duyarlastirg ajantann gelis-
tirifmesi ile birlikle antimikrobival FOT lokal enfek:
siyonlarda allernatlf Lir tedavi olabilir
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