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GIRTS

Periodontal hastaliklarin, etyolojisinde ve geligmesinde bak-
teri plaginin roll insanlar ve hayvanlar tizerinde yapilan cesitli
klinik ve bakteriyolojik caligsmalarla ortaya konmustur (3, 5, 7,21,
22, 26, 32, 35, 42, 44, 46, 48, 49).

Genelde, gingivitisin periodontitise, kronik iltihabi perio-
dontal hastaligin, aktif periodontal yikima doniigmesi, temelde
iki hipoteze dayandirilmaktadir (44). Bu hipotezlerden birinci-
si, konakg¢inin immunopatolojik procesinin aktivasyonu, ikinci-
si ise, supragingival bakteriyal kompanentin daha alt sinirlara
ilerlemesi veya yeni patojenik tiirlerin ortaya c¢ikmasiyla ilgi-
lidir (44).

Yapilan anaerobik kiltir teknikleri, aktif periodontal has-
taligin subgingival numunelerinde Selenomonas, Camplobakter,
Bacteroides Asoccharolyticus, Fusobacterium Nucleatum, Acti-
nobacillus Actinomycetem comitans ve diger bacteroid tiirde
bakterilerin mevcudiyetini gostermistir. Saglikli sulkusta ise
Actinomyces ve streptococus varligt belirtilmistir (44, 47).

Mikroskobik c¢alismalarla, gingivitis ve periodontitisde,
Gr (—) ve hareketli bakterilerin, spiroketlerin, saglikta ise
Gr (+) bakterilerin, 06zellikle koklarin floraya hakim oldugu
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ortaya konmustur. Listgarten, c¢ekilmis diglerin interproksimal
yiuzeyleri tzerinde yaptig:r 1s1k ve elektron mikroskobik c¢alig-
malarla, periodontal hastalik ve saglik arasinda oldugu gibi,
supra ve subgingival plak arasinda da bir farkliligin oldugunu
gOstermistir (27).

Yapilan diger mikroskobik caligmalarda, periodontal has-
taligin ilerlemesi ile hareketli yapilar ve spiroketlerin sayist ara-
sinda bir korelasyonun oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu
yapilarin azalmasinin ve kok tipindeki artisin ise periodontal
iyilegsmeyi isaret ettigi bulgulanmigtir (3, 5, 28, 29, 31, 39).

Gunimiuzde, rutin olarak, kronik gingivitisin ve periodonti-
tisin teshisinde, klinik ve radyolojik verilerden istifade edilmek-
tedir. Oysaki, klinik veriler plagin sadece kantitatif oOzelligini
ortaya koyabilmektedir. Hastaliktan sorumlu tutulan organiz-
malarin kalitatif Ozelliklerinin tanimlanabilmesinin periodontal
hastaliklarin tedavisi ve prognozuna yardimci olacagi gibi has-
ta motivasyonunda da kullanilabilecegi belirtilmektedir (3, 10,
43). Baslik altinda olusturulan bu derleme, bu amacin One-
mini belirtmek i¢cin yapilmistir.

Ancak, subgingival bakterilerin kiiltiire edilip taninmalari
icin zamana, 0Ozel teknige, malzemeye ve bu konuda uzman ki-
silere ihtiya¢ oldugu asikardir (3). Bu tekniklerin anlatilmasi
uzun zaman gerektireceginden, sadece son yillarda biyik Onem
ve kullanim alanit kazanan karanlik alan mikroskobisinin, bu
konudaki yeri ve sonuclarint ag¢iklamaya calisacagiz.

KARANLIK ALAN MIiKROSKOBIiSi

Karanlik alan mikroskobisinin ¢aligma prensibi, konsantre
oblik 1siklandirma altinda, c¢iplak gOzle goremiyecegimiz bi-
yuklikteki yapilarin renginin ve parlakliklarinin, bulunduklari
ortamla kontrast yaratilarak morfolojik yapilarina goére tanim-
lama esasina dayanir (8, 12, 15, 38, 40).

Bu etki karanlik bir orada, kicik bir delikten gelen gilines
15181 demetindeki toz zerreciklerinin veya kuvvetli 1sik altinda
havada ucusan sigara dumani1 partikillerinin goriintisiine ben-
zetilebilinir (38).
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Karanlik alanin 1siklandirilmas: i¢in 6zel bir karanlik alan
kondansatorine ve oldukg¢a kuvvetli 151k kaynagina ihtiyag
vardir. Isik kaybini 6nlemek amaciyla kondansatdrle lam ara-
sina immersiyon yagi konulmalidir (8). Yine bu islem icin de-
gigik biuyiltmede iris diyaframli immersiyon yag: objektiflerine
ihtiyac vardir. Eger elde bu tip bir objektif yok ise iris diyafra-
m1 yerine, objektif acikligindan daha kiiciik caplit ve objektif
boyutunda ince bir tiip aynit amaca yonelik olarak kullanilabil-
mektedir. Bu sekilde 1000 A (0,1 mm) c¢apinda yapilarin tespit
edilmesi mimkiin olabilmektedir (15).

Bakterilerin morfolojik yapilarini ve hareketliligini goste-
ren karanlik alan mikroskobisi ile ilgili bilinmesi gereken ku-
rallar sunlardir.

1 — Oldukg¢a kuvvetli diffiiz olmayan bir 151k kaynagi ol-
masi. (100 veya 200 Watt'lik coil flament lamba veya karbon
ark lambasi)

2 — Karanlik alan 1siklandirilmast o6nce disiik biyltmeli
objektife daha sonrada 40 x veya immersiyon yagi objektifine
gore yapilmalidir.

3 — Numunenin incelenmesi icin kullanilacak lam ve la-
melin kalinlig:i ince olmalidir. Bunun 1,15 veya 1,25 mm arasin-
da olmasi uygundur.

4 — Lam, lamel kontrasttaki herhangi bir azalmay1 engelle-
mek amaciyla tamamiyle temiz, toz ve kirden arindirilmis ol-
malidir.

5 — Karanlik alan incelenmesinde kullanilacak preparatin

kalinligr 1s18in sac¢ilmasint Onlemek amaciyla mimkin oldu-
gunca ince tutulmalidir.

6 — Numunede ve immersiyon yaginda hava kabarcigi bu-
lunmamalidir.

7 — Numune kirilma indisi havadan daha yiksek olan bir
ortama yerlestirilmelidir.

8 — Immersiyon yagi objektifi kullanildiginda, karanlik
alan kondansatori ile lam arasina optimal gorintinin alma-
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bilmesi ve 1s1k kirilganliginin O6nlenmesi amaciyla bir damla
yag tatbik edilmelidir.

9 — Karanlik alan kondansatoriniin ve objektifin odak
noktalar:1 ayni diizlem tlizerinde olmalidir. Bu kondansator lize-
rindeki ayarlama vidalari yardimiyla yapilinabilinir (38).

Bu kurallara uygun sekilde kullanilan karanlik alan mik-
roskobisi gozle gorilemeyecek derece kiiciik, hatta 1s1k dalga
boyundan daha kiicik chylomikrone benzeri transparan obje-
lerin gorilebilmesinde oldukca avantajlidir (12).

Boylece, periodontal hastaliklarin akut ve sgiddetli safhala-
rinda, etkili patojen bakterilerin taninmasinda yardimci ola-
bilir.

Buna ilaveten, ayni amag¢la kullanilan faz - kontrast mik-
roskobisinde gozle objektif arasina, bir optik disk yerlestirile-

rek, karanlik alan mikroskobisinden farklt olarak hiicre orga-
nellerininde incelenmesi mimkiin olabilmektedir (18, 19, 43, 51).

KARANLIK ALAN MIKROSKOBISININ
PERIODONTOLOJIDEKI YERI VE ONEMI

Ozellikle, sagliklt ve periodontal hastalikli alanlarin mik-
robiyal yapilarinin ve Ozelliklerinin taninmasinda son yillarda
karanlik alan ve faz - kontrast (objektifle g6z arasina optik disk
yerlestirilerek kirilganliga bagli olarak hiicre organellerinin in-
celenmesi metodu) mikroskobisinin kullanildig1 izlenilmekte-
dir (3, 5, 6, 13, 26, 28, 39).

Bu caligsmalarin sonuglarina gore hastaligin siddetindeki ar-
tisla dogru orantilt olarak hareketli cubuklarla, spiroketlerin
sayitsinda bir azalma goézlenmistir (3, 5, 28, 29, 31, 39).

Listgarten 1982 yilinda yaptigi caligmada hastalik ilerle-
dik¢e mikrobiyal kolonizasyona uygun ortam saglayacak sekil-
de subgingival florada hacimsel bir artisin oldugunu bulgula-
mistir (31).

Cesitli tedavi edici islemlerin subgingival mikrobiyal flo-

raya etkilerinin karanlik alan mikroskobisi ile degerlendirilme-
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st ile ilgili baz1 ¢aligmalar mevcuttur (1, 2, 20, 24, 25, 30, 31, 33,
35, 41, 44).

Yapilan literatir incelemelerinde gerek sagliklt ve hastalik-
I1 bolgelerin, gerekse uygulanan tedavinin etkinliginin saptan-
masiyla ilgili c¢aligmalarda, subgingival floradaki bakterilerin
morfolojik yapilarinin karanlik alan mikroskobisi ile tanimlan-
masinda Listgarten ve Hellden'nin 1978 yilinda yapmis olduk-
lar1 ¢aligsma referans olarak kullanilmaktadir (28).

Listgarten ve Hellden bu calismalarinda bakteriyal numu-
nenin elde edilisini ve mikroskobik degerlendirilmesini su se-
kilde yapmislardir (28).

BAKTERIYAL NUMUNENIN ELDE EDILisi

Mevcut supragingival mikrobiyal akimiilasyon iyice te-
mizlendikten sonra temiz bir periodontal kiiretle sulkus veya
cep tabanina atravmatik olarak dikkatlice girerek kiiretin ucu
ile bakteriyal icerik disar1t c¢ikartilir. Bu islem yeterli numune
elde edilinceye kadar birka¢ kez tekrarlanabilmektedir. Daha
sonra elde edilen numuneler 0,1-0,3 ml. % 1 jelatinli % 0,85'lik
NaCl soliisyonu iceren tiipler igerisine aktarilir. Numuneyi ige-
ren bu soliisyon steril bir enjektorle birkac defa aspire edilip
birakilarak homojen hale getirilir. Daha sonra bu homojen nu-
munenin bir damlas1 lam tiizerine hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dikkatlice konarak 1200x veya 1000 x biiyiitmede ince-
lenir. Numunelerdeki bakteriyal kimelenmeyi ve bakteriler ha-
reketliliklerindeki kaybin onine gecgilebilmesi amaciyla lame-
lin etrafi parafin veya pratik olarak tirnak cilas1 ile kapatilip
havayla temas1 kesilmelidir. Bu islemi takiben, maksimal 1 -2
saat icerisinde numunelerin degerlendirilmesi yapilmalidir.
Eger yapilan incelemede numunenin yogunlugu c¢ok fazla ise
bir miktar soliisyon eklenebilinir.

Bu sekilde hazirlanan numunelerin mikroskobik incele-
mesi, genellikle rastgele secilen 100 - 200 bakterinin Listgarten
ve Hellden'nin ortaya koyduklar: klasifikasyona gore yapil
maktadir (28).
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Bu klasifikasyonu olusturan bakterileri su sekilde siralaya-

biliriz:

KOKLAR : Ortalama 0,5-11 mm c¢apli parlak sinirli, ortasi
karanlik hicrelerdir.

DUZ CUBUKLAR : Parlak sinirlt ve karanlik bir i¢ yapiya
sahiptirler. Buyukligua 0,5-1,5 mm olup, uclart kunt ve yuvar-
lak sekildedir. Uzunlugunun genisligine orant 1: 2 ve 1: 6 arasin-
da degisiklik gosterir.

FLAMENTLER : Dis hatt1 parlak, i¢i karanlik olup 0,5 -1,5
mm biylkligindedir. Genigliginin wuzunluguna oranit 1 :6'dan
daha biyilktir. Diizensiz yapida seyrek olarakda dallanmis ve-
ya bolimlere ayrilmis sekilde gozlenebilmektedir.

FUZIFORMLAR : Ortalama 0,3-1 mm arasinda degisen
¢aplardaki hiicrelerdir. Parlak bir dis sinira herzaman karan-
ik olmayan bir i¢ yapiya sahiptirler. Boylar1 ortalama 10 mm
veya daha kicik olup, uclari sivri sekildedirler.

EGRI CUBUKLAR : Diiz ¢ubuklara benzerler yanliz yarim
ay seklindedirler. Flagellanin tesbit edilemedigi veya bu orga
neli kaybettigi sanilan bu hiicrelerin muhtemelen 06li, hareket-
li hiicreler oldugu sanilmaktadir.

SPIROKETLER :

a — Kiciuk Spiroketler : Helikoidal hiicrelerdir. 0,3-0,2
mm genigliginde 10 mm uzunlugundadirlar. Dis konturu tek ¢iz-
gi halindedir.

b — Orta biuytuklikteki Spiroketler : 0,3 - 0,4 mm genisligin-
de 15 mm wuzunlugunda helikoidal hiicrelerdir. Bunlarda dis
konturlar: tek ¢izgi halinde goruliir.

¢ — Biiyik Spiroketler: 0,5 mm veya daha biuytik genislik-
te, 20 mm wuzunlukta helikoidal hiicrelerdir. Bunlarinda dis
konturlar1 tek cizgiden ¢ok, cift cizgi halinde gorulir. Spiroket-
lerin biuyiklerinin saptanmasinda uzunluklarinin yanisira dis
konturlarinm tek veya ¢ift ¢izgi seklinde olup olmadigida 6nem-
lidir.
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HAREKETLI CUBUKLAR : Bu kategoriye karanlik alanda
hareketlilik gosteren spiroketler disindaki tim hiicreler dahil
edilmektedir. Bunlar genellikle diiz ve egri cubuklari, bazende
fuziform ve kokoid hiicreleri icerirler. Bu gruba ayni zamanda
inceleme aninda hareketlilik gostermeseler bile flagella (kam-
¢1) iceren hiicrelerde dahil edilmelidir.

Bu sekilde mikroskobik tanimlanmast yapilan numunenin
cep ve sulkustan alinmasinda uygulanan teknik konusunda de-

gisik goriuglerde mevcuttur (34, 35, 37, 45).

Mousques ve arkadaslari 1980 yilinda derin ceplerden kii-
ret yardimiyla alinan numune sonrasi subgingival plagin yapi-
sinda degisikligin meydana geldigini, Ozellikle spiroket sayisin-
da hemen bir azalmanin gercgeklestigini ve baslangi¢c durumu-

na ancak bir haftada ulastigini belirtmiglerdir (37).

Skapski ve arkadaslari 1976 yilinda krevikiiler Ilokositle-
rin toplanmasinda siringa sistemini gelistirmiglerdir. «Yikama
Teknigi» olarak isimlendirilen bu teknik 1984 yilinda Magnusson
ve arkadaslari tarafindan subgingival bakteriyal numune ali-

mini1 i¢in kullanilmistir (45).

Bu islem icin bir enjektdr ve ucu kesilerek kiintlestirilmis
bir igne kullanilmaktadir. Igne sulkus tabanina en yakin nok-
taya kadar yerlestirildikten sonra sulkus icerisine 10 ml. kadar
% 1 jelatin iceren steril serum fizyolojik verilir ve hemen aspi-
re edilir. Aspire edilen numune 70 ml'ye kadar sulandirilarak

bir damlast mikroskobik inceleme icin kullanilir (35).

Magnusson ve arkadasglari 1985 yilinda 32 giinlik bir c¢alig-
ma periyodunda birkac dakika icerisinde 9 kez ayni bolgeden
alinan subgingival numuneler arasinda bir farkin olmadigini
belirtmiglerdir. Ayrica ayni arastirici grubu gerek yikama tek-
nigi ile gerekse kiiretle alinan numuneler arasinda, bakteriyal
icerikleri acisindan bir farkin bulunmadigini gOstermisler-
dir (34).
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KARANLIK ALAN MIKROSKOBISININ HASTA
MOTIVASYONUNUAKI YERI VE ONEMI

Hasta motivasyonunda, karanlik alan ve faz - kontrast mik-
roskobisinin kullanilmasi 6nemli bir yer tutmaktadir. Uygula-
nan tedavinin basarisinin veya periodontal saglik ve hastaligin
mikroskobik olarak ekranda izlenmesinin bu konuda verilen
aydinlatici bilgilere ek olarak yararli olacagina inanmaktayiz.
Konuyla ilgili calismalar da bu tiir bir mikroskobik degerlen-
dirmenin, O6zellikle dental plagin bakteriyal tabiatli oldugunun
kanitlanmasinin, oral hijyenin dizeltilmesinde yol gosterici,
yardimct unsurlardan biri oldugu belirtilmistir (10,43).

SONUC

Karanlik alan mikroskobisinin sagliklt ve hastalikli alan-
lardaki floranin belirgin farklili§inin ortaya konmasinda, uygu-
lanan tedavi sekillerinin etkinliginin incelenmesinde kullanila-
bilecek komplike olmayan, elverisli bir metod oldugu belirtil-
mektedir (31). Konuyla ilgili yapilan g¢aligsmalarda mekanik te-
davilerin, lokal ve sistomik anti - mikrobiyal uygulamalarin ya-
pilan klinik ol¢iimlerde oldugu gibi, karanlik alan mikroskobisi
ile degerlendirilen subgingival floradaki degisikliklerlede, kay-
da deger bir diizelmenin olusturabilecegi gosterilmistir (4, 9, 11,
14, 16, 17, 23, 36, 50).

Sonuc¢ olarak teknigin uygulanmasindaki kolayligin hasta
egitiminde yararli olabilecegi aynt zamanda periodontal hasta-
Iikl1 bireylerde daha komplike tedavi sekillerine gerek olup ol-
madiginin saptanmasinda da kullanilabilecegi inancindayiz.

OZET

Karanlik alan mikroskobisi, saglikli ve hastalikli alanlar-
daki floranin diagnostik olarak degerlendirilmesinde kullani-
labilen bir metoddur.

Teknigin tatbikindeki kolaylig1 acgisindan, hasta motivasyo-
nunda oldugu gibi periodontal hastalikli bireylerde tedavi sek-
linin yonlendirilmesinde de faydali olabilecegi inancindayiz.
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SUMMARY

THE STUDYING OF THE SUBGINGIVAL FIORA
BY DARK - FIELD MICROSCOPY

Darkfield microscopy is a useful method to diagnostically
evaluate the flora of the healthy and diseased sites.

The technic is easily applicable and can be used to motivate
the patients as well as to direct the periodontal treatment of the
diseased sites.
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