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KISALTMALAR LiSTESI
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1. OZET

Periodontitis, periodontal liflerde ve sementte harabiyete, alveolar kemikte
yikima neden olan klinik bir enflamasyondur. Kronik periodontitis ise plak
birikimi sonucu ortaya ¢ikan, diseti enflamasyonu ve cep olusumu ile sonlanan,
periodontal atagsman ve alveol kemigi kaybidir. Bu tezde kronik periodontitisli
hastalardan alinan subgingival plak 6rneklerinden, anaerob bakterilerin varliginin
molekiiler yontemler ile arastirllmasi ve bu hastalardaki bakteri sikligi ile,
periodontitisin seyrini belirlemede 6nemli olan, plak indeksi (PI), gingival indeks
(GI) ve sondalama derinligi (SD) gibi parametreler arasinda bir iliski olup
olmadiginin belirlenmesi amaclandi. Bu amagla, 2013 yilinda Elazig Dis
Hastanesi’ ne basvuran kronik periodontitisli 37 ve periodontitis yOdniinden
saglikli 33 bireyden, periodontal ceplere paper pointler yerlestirilerek krevikular
stvi Ornekleri alindi. Daha sonra, bu 6rneklerden DNA izolasyonu yapildi. Elde
edilen DNA’lar Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)-Ters hibridizasyon
yontemiyle incelendi. PCR-Ters hibridizasyon sonuglarina gore; kronik
periodontitisli 37 hastada % 94 Tannerella forsythia (T. forsythia-Tf) ve
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum-Fn), % 86 Capnocytophaga tiirleri (C
sp), % 78 Campylobacter rectus (C. rectus-Cr), % 70 Treponema denticola (T.
denticola-Td), % 56 Parvimonas micra (P. micra-Pm) ve Eikenella corrodens
(E.corrodens-Ec), % 51 Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis-Pg), % 21
Eubacterium  nodatum  (E.nodatum-En) ve % 16  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans-Aa)’ a rastlanmigtir. Kontrol
grubunda ise, % 54 Fn , % 15 C sp, % 3 Tf ve Ec’ ye rastlanmigtir. Kronik

periodontitisli ~ ve  saglikli  bireylerdeki  mikroorganizmalarin  dagilimi



incelendiginde, iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (p< 0,01, p<0,001). Pi, GI ve SD degerleri bakimindan her iki grup
arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar tespit edildi (p<<0,001). Hastalarin
cep derinligi ile bakterilerin bulunma sikliklari incelendiginde ise, Aa, Pg, Tf, Td,
Pm, Cr, Ec varlig1 ile sondalama derinligi arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar oldugu tespit edilirken (p<0,05, p<0,01, p<0,001). Pi, Fn, En, C sp
varlig1 ile cep derinligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenemedi
(p> 0,05).

Sonug olarak, kronik periodontitisin seyrini belirlemede 6nemli olan klinik
parametreler ile anaerob bakteri varlig1 arasinda kuvvetli bir iligskinin oldugu ve bu
iliskiyi belirlemede daha hizli, spesifik, dogru sonuglara kisa siirede
ulagilabilecek, PCR-Ters hibridizasyon yonteminin = kullanilmasi  uygun

goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: periodontitis, kronik periodontitis, anaerob bakteri, plak

indeksi



2. ABSTRACT
Identification of Anaerobe Bacteria from Patients with Chronic Periodontitis using
Molecular Techniques

Periodontitis is an inflammatory disease damaging periodontal fibers and
cement, and destructing alveolar bone. Chronic periodontitis on the other hand is
the loss of periodontal attachment and alveolar bone resulting from the
accumulation of plague and resulting in the inflammation of gingiva and a pocket
formation. The objectives of this thesis were molecular detection of anaerobic
agents from the subgingival plague samples and to determine whether there is any
relationship between the frequency of these agents in the patients and some
parameters such as plaque index (PI), gingival index (Gl), and probing depth (SD)
that are important in determining the course of the periodontitis. For this purpose,
in 2013, crevicular fluid samples were taken from 37 periododntitis patients at the
Elaz1g Dental Hospital and 33 otherwise healthy people by placing paper points to
the periodontal pockets. Next, DNA was isolated from these samples. The DNA
samples were tested by Polymerase chain reaction (PCR)-Reverse hybridization
method. According to the results of PCR-reverse hybridization , the agents
detected from the 37 periodontitis patients were % 94 Tannerella forsythia (T.
forsythia-Tf) and Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum-Fn), % 86
Capnocytophaga tiirleri (C sp), % 78 Campylobacter rectus (C. rectus-Cr), % 70
Treponema denticola (T. denticola-Td), % 56 Parvimonas micra (P. micra-Pm)
and Eikenella corrodens (E.corrodens-Ec), % 51 Porphyromonas gingivalis
(P.gingivalis-Pg), % 21 Eubacterium nodatum (E.nodatum-En) and % 16

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans-Aa). On the



other hand, % 54 Fn , % 15 C sp, % 3 Tf and Ec were found. within the control
group. When distribution of the microorganisms were looked into, the difference
between the two groups were found significant (p< 0,01, p<0,001). Significant
differences were detetcted in PI, GI, PD values between the groups. (p<0,001).
Analyzing the relation between PD and the frequency of the occurence of bacteria,
there were a significant relation between PD and the presence of Aa, Pg, Tf, Td,
Pm, Cr, and Ec (p<0,05, p<0,01, p<0,001) while no significant relation was found
in Pi, Fn, En, and C sp. (p> 0,05).

As a result, there is a strong relationship between the clinical parameters of
importance and the presence of anaerobic bacteria. PCR-reverse hybridization can

be used to detect this relationship faster, and more specifically and accurately.

Key Words: periodontitis, chronic periodontitis, anaerobic bacteria, plaque index



3. GIRIS VE AMAC

Disetlerinde baglayan iltihabi degisikliklerin, derin periodontal dokulara
yansidigi bir hastalik olan periodontitiste, mikrobiyal plak ve periodontal cepteki
mikrorganizmalarin ve toksik tiriinlerinin, periodontal hastaliktaki enflamasyonun
en biiylik etkeni oldugu, giiniimiizde kabul edilen bir gercektir. Gingival sulcus
bolgesindeki dis ylizeylerindeki bakteri sayisindaki artis ve apikale dogru
ilerlemeleri, ozellikle epitelyum ve bag dokusu yapilarmi etkilemekte ve dis
yiizeylerinden ayrilmalarina neden olmaktadir. Bakteri ve iriinleri toksik
etkilerinin yani sira, diger iltihabi reaksiyonlarida baslatmakta ve destek doku
kaybina yol agmaktadir (1, 2).

Kronik periodontitis, periodontal hastaliklarin en sik rastlanilan tipi olup
35-40 yasindan sonra populasyonun biiylik bir kismini etkilemektedir. Primer
etyolojik ajan olarak, mikrobiyal plagin ve plak birikimini kolaylastiric1 lokal
faktorlerin sorumlu tutuldugu iltihabi bir periodontitis formudur. Sinsi seyirli bir
hastalik olup, agr1 hissi s6z konusu degildir. Hastalik sadece 1. molarlar ve
kesicilerle siirl degildir, fakat bu disler kanin ve premolarlardan daha yaygin
etkilenirler. Serum nétrofil veya monositlerde anomali goriilmez. Kemik kaybi
dagilimi 6nemlidir. Hem vertikal hem de horizontal kemik kaybi goriilebilir.

Periodontal hastaligin mikrobiyolojisine yonelik ¢alismalar incelendiginde,
mikroorganizmalarin kronik periodontitiste etyolojik etken olarak kabul edildigi,
antibakteriyel tedavi ile desteklenmesinin gerekli oldugunu gdstermektedir.
Kronik periodontitislerde yiiksek oranda (% 90) anaerob ve gram negatif
bakteriler izole edilmektedir. Bu bakteriler arasinda Porphyromonas gingivalis,

Provotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans  kronik



periodontitiste ¢ok Onemli patojenler olarak tespit edilmistir. Porphyromonas
gingivalis ilerlemis kronik periodontitis ile yakin iliski i¢indedir ve sayisal olarak
hastaliktaki en énemli mikroorganizmalardir (3). Bu patojen mikroorganizmalara
ek olarak, Tannerella forsythia, Eikenella corrodens, Eubacterium tiirleri,
Fusobacterium nucleatum, B.forsythus, Streptococcus intermedius da kronik
periodontitisten sorumlu mikroorganizmalardir (1,4,5,6,7).

Bu c¢alismada; kronik periodontitisli bireylerde anaerob bakteriyel
etkenlerin dagiliminin, molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmesi ve bu
gruptaki anaerob bakteri siklig1 ile, kronik periodontitisin seyrini belirlemede
onemli olan, plak indeks’i (P), gingival indeks (GI) ve sondalama derinligi (SD)

gibi parametreler arasinda bir iligki olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmastir.



4. GENEL BIiLGILER

Periodontal hastaliklar, disi destekleyen ve tutunmasini saglayan dokunun
etkilendigi bir grup hastaliktir. Tedavi edilmedigi takdirde diseti ve alveolar
kemigin hasari ile sonu¢lanmaktadir (8). Periodontal hastaliklar, genellikle kronik
enflamatuar hastaliklar seklinde goriiliir. Periodontal dokunun akut enfeksiyonlari
goriilse de dis hekimlerine bu konuda ¢ok sik basvurulmaz. Periodontal
hastaliklarda etkilenen dokular; gingiva, periodontal ligament, sementum ve
alveolar kemiktir. Gingiva disin ve alveolar kemigin bir kismini orten pembe
renkli mukoz membrandir. Periodontal ligament ise disetini olusturan en onemli
parcadir. Sementum dislerin alt kismin1 orten kalsifiye yapidir. Alveolar kemik ise
maksilla ve mandibulada dislerin gémiilii bulundugu kisimdir (2,9).

Periodontal hastaliklarin birka¢ formu vardir. Bunlar; gingivit, akut
nekrotizan {ilseratif gingivit, yetiskin periodontitisi ve lokalize juvenil
periodontitisdir. Gingivit ve periodontitis, periodontal dokuyu etkileyen
enflamatuar hastaliklarin iki major formudur. Gingivit disetinin yumusak
dokusunun enflamasyonudur. Gingivitte gingiva kirmizi renkli ve inflamasyon
vardir. Hastalikta gingivanin normal kenarlarimin kaybi, dokunmayla kolayca
kanamas1 s6z konusudur. Klinik olarak tutunma dokusu kaybina sebep olmayacak
sekilde gingivanin enflamasyonu mevcuttur. Gingivit periodontal dokunun diger
kisimlarim etkilemeden yillarca kronik bir sekilde seyredebilir. Kronik gingivit,
gingival sulkusun derinlesmesine sebep olabilir (8,9). Gingivitin olusumuna gore
birgok farkli tipi tanimlanmistir. En sik goriileni plak tarafindan indiiklenen
tipidir. Bu tip birgok kisinin agzinda mevcuttur. Klasik goriiniimii kizariklik, sislik

ve probla dokununca kanamadir. Cogu kez hasta dis fircalama esnasindaki



kanamadan sikayetcidir. Bu tip gingivit dental plak varligina bagli olarak (bu
plaklar floranin degismesine sebep olur) gelisen diisiik seviye enfeksiyondur.
Diger bir gingivit tiirii sistemik faktorler tarafindan modifiye edilenlerdir. Bunlar;
puberteye bagli gingivit, menstrual siklusa bagl gingivit, gebelige baglh gingivit,
piyojenik granuloma, diyabetes mellitusa bagl gingivit ve kan diskrazilerine bagh
gingivittir. Losemiye bagl gingivit, kan diskrazilerine bagli gingivite ornek
verilebilir. Medikasyona baglh gingivitler ise ilaglarin sebep oldugu tiirlerdir. Bu
tiir gingivitlere yol acan ilaclara oral kontraseptifler, fenitoin, siklosporin gibi
ilaglar 6rnek verilebilir (10). Baska bir gingivit tiirli beslenme bozuklugu veya
eksikligine bagli gelisen tiirlerdir. Askorbik asit ve protein eksikligi bu grupta yer
alir (9,10). Kronik gingivit; gingival dokunun inflamasyonu olarak tanimlanir. Bu
klinik durumda alveolar kemik rezorbsiyonu ve junctional epitelyumun apikal
deviasyonu yoktur. Cep derinligi 2mm den fazla ise kronik gingivit denir ve
hiperplazi veya 6demden kaynaklanir (10).

Periodontitis ise gingiva ve bitisigindeki tutunma  dokusunun
enflamasyonudur. Alveolar kemik ile bag doku kaybmna sebep olmasiyla
karakterizedir. Periodontitis, gingivitin dislere, destek yapilara ve kemik yapiya
ulagmig formu olarak da tanimlanabilir. Plak ve tartar, dis eti ile dis arasinda
genislemeye sebep olarak biiylik cepler olusturmakta ve anaerobik bakterilerin
buralarda iiremesine yardimci olmaktadir. Bunlar da disi destekleyen kemik
yapilarin hasarina sebep olmaktadir. Sonug olarak bu siire¢ disin kaybina sebep
olabilmektedir. Diyabet, Down sendromu, Crohn’s hastaligi, AIDS ve diger kan
beyaz kiire azalmasimna sebep olan hallerde periodontitis gelisme siklig1

artmaktadir (2,8).
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Sekil 1. Saglikli dis, gingivit, periodontitis

Periodontitisin baslangic semptomu yangisal degisiklik, kanamali disetleri
ve kotli kokulu agizdir. Periodontitisin karakteristik ozelliklerinden biri de diste
genis ceplerinin olmasidir. Agri, hastaligin gec¢ evrelerine kadar yoktur, ancak
apse ya da disin diisecegi zaman meydana gelir ve bu donemin en Onemli
belirtisidir. Yetiskinlerde goriilen periodontitis; periodontal hastaliklarin en ciddi
formudur. Bu hastalikta gingiva, periodontal ligament ve alveolar kemik tutulumu
olur. Derin bir periodontal cep olusur. Eger tedavi edilmezse bu cebin i¢inde plak,
kalkulus ve debris olusumu meydana gelir. Periodontal ligament hasarlanir ve
alveolar kemigin rezorbsiyonu meydana gelir. Bu da disin kolayca hareket
etmesini saglar ve sonugta dis kaybina sebep olur. Yetiskin periodontitisinin
biiyiik bir kism1 kroniktir (10). Kronik periodontitis gingivadaki enflamasyon ve
enfeksiyon kombinasyonunun ilerlemesi sonucu olayin periodontal membranin
derin dokusuna invazyonu olarak kabul edilir. Bu form servikal siirdaki fiber
baglarin hasarlagmasi, alveolar kemigin rezorbsiyonu, amelosemental kavsak

epitelinin apikal proliferasyonu ile karakterizedir (9,10).



4.1. Kronik Periodontitis

Kronik periodontitis, dental biyofilm tarafindan baslatilan enflamasyona
bagli olarak meydana gelen, bag doku atasmani ve alveol kemigi kaybi ile
karakterize kronik enfeksiyoz bir hastaliktir. Periodontal dokulardaki
enflamatuvar hiicre birikimine makrofajlar ve plazma hiicreleri hakimdir (11).
Kronik periodontitis mikrobiyal plak tarafindan baslatilip devam ettirilse de,
konaga ait faktorler hastaligin ilerlemesinde belirleyici rol oynar. Bir bireyde
meydana gelen periodontal doku yikiminin miktari; plak seviyeleri, Yyerel
hazirlayic1 faktorler, sigara, stres ve sistemik risk faktorleri tarafindan belirlenir

(12).

Sekil 2. Kronik periodontitis

Kronik olarak, disetinde renk, kivam ve hacimsel degisiklikler, periodontal
sond ile sondalama sirasinda kanama, alveol kemiginde geri doniisiimsiiz yikim,
cok koklii dislerde koklerin birlestigi furkasyon bolgesinin aciga ¢ikmasi, diseti
cekilmesi, artmig dis hareketliligi gibi belirtiler vermektedir. Kronik periodontitis;
olgularin ¢ogunda yavas veya orta hizda ilerlemekle beraber, doku yikiminin hizli

oldugu donemler de goriiliir. Hastaligin ilerleme hizi bireyden bireye farklilik
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gosterdigi gibi, ayni bireye ait disler arasinda da farkli olabilmektedir (13). Kronik
periodontitis daha ¢ok eriskinlerde olmakla beraber genclerdede goriilebilen bir
hastaliktir (14).

4.2. Kronik Periodontitisin Tipleri

Yayginlik agisindan lokalize ve generalize olarak ikiye ayrilir:

1. Lokalize Kronik Periodontitis: Mevcut bolgelerin %30 veya daha az
etkilenmistir.

2. Generalize Kronik Periodontitis: Mevcut bolgelerin %30’dan fazlasi
etkilenmistir.

Siddet acisindan ise tige ayrilir:

1. Yiizeyel : Klinik atasman kayb1 1- 2 mm’ dir.

2. Orta : Klinik atagsman kayb1 3 - 4 mm’ dir.

3. Ileri : Klinik atagsman kayb1 4 mm' den fazladir (15).

4.3. Kronik Periodontitis Patogenezi

Kronik periodontitis, geleneksel anlamda bir bakteri enfeksiyonu olmayip
dental biyofilm i¢indeki mikroorganizmalara (polimikrobiyal enfeksiyon) karsi
gelisen konak immun yanitinin tetikledigi enflamatuvar bir hastaliktir (16, 17).
Kronik periodontitisin ortaya ¢ikisinda bakterilerin varligi gerekli olmakla birlikte
tek basina yeterli degildir. Genetik, sigara ve sistemik hastaliklar gibi cesitli risk
faktorleri, hastaligin siddet ve ilerleme hizinin belirlenmesinde bakterilerden daha
etkin olabilir. Mikrobiyal saldiridan kaynakli antijenler ve diger virulans faktorleri
konagin savunma mekanizmalarin1 harekete gecirir. Konak yanitina bagli olarak
sitokinler, prostanoidler ile kompleman aktivasyon iriinleri ve matris

metaloproteinazlar gibi enflamatuvar mediyatorler agiga ¢ikar. Bu mediyatorler
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kemik ve bag dokusunda yikim meydana gelmesinin yani sira konak yanitinin
devamliligini da saglar. Biitiin bu olaylar, hastaligin seyrini etkileyen konaga bagl
cevresel, genetik ve kazanilmis risk faktorlerinden etkilenir. Hastali§i modifiye
eden faktorler, konak yanit1 ve periodontopatojenler arasindaki karmasik etkilesim

mekanizmalar1 periodontitisin klinik goriiniimiinde belirleyici rol oynar (18).

! 1

Artikor
Stokinler
Konak ———"=| Bag dakusu
Mikrobiyal enflamatuvar Ve
micadele . .. Prostonoidler ke”?'k
1mmin metabolizmas
| — vanit IZE}
Dif M atriks
Iger Metallo-
wirulan proteinaz

faktorler I '

Sekil 3. Periodontal hastaligin patogenezi

4.4, Hastahgn Ilerlemesi

Kronik periodontitis, periodontitisin genellikle yavas ilerleyen bir
formudur (19-21). Kronik periodontitisin ilerleme hiz1 agzin farkli bolgelerinde
farkl1 oranlarda goriilebilir. Bazi bolgelerde uzun siire pasif kalirken bazi
bolgelerde hizli bir yikim gosterebilir (20,21). Konake¢1 savunma faktorlerinin
etkinligi de bolgedeki hastaligin  siddetinde Onemli bir rol oynamaktadir
(19,20,21). Konak savunma mekanizmasinin zayifladigi durumlarda hastalik
siddetlenerek daha fazla kemik yikimma ve dis kaybina sebep olmaktadir

(19,20,22,23,24).
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4.5. Kronik Periodontitisin Etyolojisi

Periodontal hastaliklarin ve tabi ki kronik periodontitisin baglamasi ve
ilerlemesinde cesitli faktorlerin rolii vardir. Bu faktorler;

A. Mikrobiyal dental plak

B. Lokal faktorler

C. Sistemik faktorler

- Diabet

- Down sendromu

- Fagositik hiicrelerde defekt

- Hamilelik ve puperta

- Yaglanma

- Beslenme

- Hormonlar

- Konagi zayif diistiren hastaliklar

- Psikosomatik bozukluklar

- Kalitsal

D. Konak doku cevabi

E. Anatomik sartlar

- Dis anatomisi

- Dis pozisyonu

- Gida sikigsmasi

- Ag1z solunumu

- Yumusak doku iliskileri
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F. Restoratif ve prostodontik etkiler

G. Okluzal travma

H. Diger faktorler

- Diyet

- Kalsifiye eklentiler

- Mevcut patolojik durum

- Plak kontroliinde hastanin basarisizligi

- Sigara kullanimi

Periodontitisin olusumunda etkili olan bu faktorlerin etkilerinin kisiden
Kisiye ve Kisinin hayatinda etkiledigi zamana gore, cesitlilik gosterdigi de
belirtilmistir (25). Kesin olan ortak kani tiim periodontal hastaliklarda oldugu gibi
kronik periodontitisde de esas etkenin mikrobiyal dental plak oldugudur (19,20,21
26).

4.5.1. Mikrobiyal Dental Plak

Mikrobiyal dental plak, disleri ve agiz ici apareyleri kaplayan organik
filimlere sikica yapisik bakteri birikintilerinden olusur. Ayrica az miktarda da
olsa, yangisal hiicreler (Polimorf Niiveli Lokosit) ile epitel hiicrelerini de igerir.
Mikrobiyal dental plak, esas olarak diseti kenariyla olan iligkisine gore
supragingival plak ve subgingival plak olmak {izere iki boliimde incelenir.
Supragingival plak, dislerin klinik kronlar1 iizerinde, subgingival plak ise diseti
olugu ve periodontal cep icinde yerlesmis olan plaktir. Supragingival plak, belirli
bir kalinliga ulastifinda klinik olarak diseti kenarinda beyazimsi, sarimsi bir
tabaka seklinde goriiniir. Subgingival plak, diseti altinda bulundugundan klinikte

gingival sulkustan periodontal alet yardimiyla ¢ikarilmazsa goriilemez (27,28).

14



Isik mikroskobunun gelistirilmesinin yani sira, elektron mikroskobunun da
arastirmalarda  kullanilmasindan sonra, mikrobiyal dental plagin yapisi
bakimindan daha fazla bilgi elde edilmistir. Bu bilgilere gére mine ve sement gibi
dis ylizeyleri normalde glikoproteinden olusan, ince pelikiil tabakasi ile ortiiliidiir.
Pelikiil mekanik islemlerle uzaklastirilirsa, bir ka¢ dakika gibi kisa bir siire i¢cinde
yeniden olusmakta ve dis ylizeyinde, bakterilerin tutunmasinda aktif rol
oynamaktadir. Dis yiizeyindeki pelikiile ilk tutunan yapilar, kok formunda
bakteriler, az sayida epitel hiicresi ile nétrofillerdir. ilk birkag saatte pelikiilden
ayrilmayan mikroorganizmalarin olusturdugu koloniler ile plak giderek karmagik
bir yaptya doniisiir. Bakteriler arasinda bulunan materyale intermikrobiyal matriks
denir ve plak hacminin yaklasik % 25'ini olusturur (27-29).

4.5.1.1. Plagin Olusumu ve Mikrobiyolojisi

Plak formasyonundaki birinci safha hiicrelerin baglanmasi, ikinci safha ise
yapisan ya da baglanan mikroorganizmalarin ¢ogalmasiyla biiylime sathasidir. Bu
mikroorganizmalar plagin yerlesik elemanlar1 olurlar. Daha sonra c¢ogalan
mikroorganizmalar ve tiikiiriik glikoproteinlerinin intermikrobiyal matrikse
katilmalar1 ile plak miktar1 artar. Bu arada tiikiirlik, komsu dis ve diseti

bolgelerinde bulunan mikroorganizmalar da plaga eklenir (27,29,30).

a) Supragingival Plak:
Dislerin en ¢ok, yiizey catlaklarinda, defektlerinde, piiriizlii sahalarda,
okluzal fisstirlerde, ortodontik apareylerde ve protezler lizerinde birikir ve gelisir.

Plak olusumunun basglangicinda saglikli disetinin servikal yilizeyinde ¢ok

az bakteri bulunur. Kaldirilabilir depozit olarak baslica dokiilmekte olan epitel
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hiicreleri ve bunlarin iizerinde az sayida bakteri gézlenebilir. Bunlarin yaklasik %
50'si Gram (+) kok ve basillerdir. Geri kalan1 ise Gram (-) bakteriler olusturur.

Ag1z bakimi ihmal edildiginde basit bakteri plak yapis1 degismeye baslar.

Plaktaki mikroorganizmalarin patojenite olusturmast 48 saat siirer.
Supragingival plagin erken donemdeki bakteri igerigi, yapilan kiiltiir
calismalarinda ayrintili olarak arastirilmistir. En erken flora, dis fircalamadan 3-8
saat sonra Streptokoklarin olusturdugu floradir. 24 saatte Streptokoklar % 45
azalirken Gram (-) anaerobik koklar (Veilonella) % 20 cogalir. Ug giin sonra
Actinomyces' in fakiiltatif ve zorunlu anaerob formlar1 % 25' e yiikselir, Gram (-)

basillerin orani ise % 5' dir (30-33).

Sekil 4. Supragingival plak

Plak gelisiminin 3 haftalik siiresince gesitli tipteki bakterilerin oranlan
goreceli olarak degismeye devam eder. Ornegin, Gram (+) koklar azalirken
bunlara oranla Gram (-) basiller artar. Gram (-) bakteriler arasinda da Veilonella
sayica artmis goriliirken Bacteroides ve Fusobacterium gibi Gram (-) basiller

daha kiigiik bir orandadir (30-33).
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b. Subgingival Plak:

Digeti olugu ve periodontal cep morfolojik yapilart nedeniyle agzin
temizlenme aktivitesi daha az olan bolgelerini olusturmaktadir. Bundan dolay1 da
bu alanlar nispeten durgun bir ortam olustururlar. Diseti olugu ve periodontal
cepteki oksidasyon- rediiksiyon potansiyelinin ¢ok diisiik oldugu gosterilmistir.
Boylelikle yalnizca diisiik oksijen konsantrasyonlu sahalarda yasayabilen
mikroorganizmalar  bu  bolgelerde  yasamlarim1i  daha  uzun  siire
stirdiirebilmektedirler. Subgingival plak, dis ylizeyine yapisik olan ve yapisik
olmayan (gevsek) olmak tizere iki boliimde incelenmektedir. Dis yiizeyine yapisik
plaktaki mikroorganizmalar baz1 Gram (+) koklar, filamentler ve Actinomyces
tirleridir. Ayrica bazi Gram (-) kok ve basiller de bulunur. Yapisik subgingival
plak, mineral tuzlarmin depolanmas ile distasi olusumunda rol oynar, bununla
beraber yapisik subgingival plak, kok ciiriigii ve kok rezorbsiyonuna da neden
olur. Yapisik olmayan subgingival plakta Gram (-) anaeroblar hakimdir, hareketli

hareketsiz spiroketler ve basiller de bulunur (4-7).

Sekil 5. Subgingival plak
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Periodontal hastaliklar sonucu cep derinligi arttikga subgingival plagin
mikrobiyolojisinde de degisiklikler olur. Sig ceplerdeki plak birikimi, dis
yiizeyindekinden farkli degildir. Filament6z bakteriler baskindir, fakat kok ve
c¢omaklar da bulunur. Cebin derinliklerine dogru ise filament6z bakteriler azalir,

apikal kisimda ise yoktur (4-7).

4.5.1.2. Mikrobiyal Dental Plagin Periodontal Hastaliklarin

Olusumundaki Rolii:

Mikrobiyal dental plaktan kaynaklanan maddelerin, enflamasyonlu
periodontal dokular i¢ine girdigine, bu dokular1 yikan enflamatuar ve
immiinopatolojik reaksiyonlar baslattigina dair olduk¢a dnemli bulgular vardir.
Periodontal doku yikiminda enzimler Onemli bir yer tutar. Enzimler hem
mikroorganizmalar hem de konak hiicrelerinden salinarak periodontal doku
yikimmi1 meydana getirirler. Mikroorganizmalar tarafindan salinan enzimler,
sulkus epitelinin interselliiller matriksine, kollagen liflere ve bag dokusu ana
maddesine etkili olurlar. Plakta mukopolisakkaritler, hyaluronidaz ve proteaz gibi
enzimlerin varlig1 birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Bu enzimler
baglant1 epitelinin interselliiler alanlarindaki protein ve mukopolisakkaritlerde
yikima neden olabilirler. Bu da bircok mikrobiyal iiriinlin bag dokusuna
penetrasyonunu  kolaylastirir.  Mikrobiyal mukopolisakkaritler, proteaz ve
kollagenaz bag dokusuna girince dokuyu ya dogrudan ya da enflamasyonu

baglatarak dolayli olarak yikima ugratirlar (31-34).

Plak mikroorganizmalar1 karbonhidratlari, aminoasitleri ve proteinleri
metobolize eder ve birgok metabolit plakta birikir. Karbonhidratlarin

fermantasyonu sonucu olusan organik asitler ¢iiriik olusumunda rol oynarlar. Bu
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asitlerin diseti lzerinde herhangi bir etkisi olup olmadig1r bilinmemektedir.
Hidrojen siilfiir, plak mikroorganizmalar1 tarafindan iiretilir, plak ve gingival
eksuda da goriiliir. Hidrojen siilfiiriin havadaki kiiclik konsantrasyonunun bile

miikéz membran ve deride irritasyon yaptigi bilinmektedir (30, 35).

Periodontal hastaliklarda gozlenen ve dokular igin toksik olan iki
mikrobiyal hiicre duvart komponenti vardir. Bunlardan birincisi Gram (-)
mikroorganizmalarm lipopolisakkarit igerigi olan endotoksin, Ikincisi ise Gram

(+) mikroorganizmalarin mukopeptid kompleksidir ( 30,35 ).

4.5.1.3. Plaga Bagh Diseti Enflamasyonunun Klinik Goriiniimii ve
Histolojik Degisiklikler

Plak birikimi sonrasi gelisen diseti enflamasyonuna gingivitis adi verilir.
Disetinde damarlarindaki vazodilatasyon, proliferasyon ve keratinizasyona bagli
olarak renk degisikligi gelisir. Diseti soluk pembe rengini kaybeder ve kirmizi bir
renk alir. Kirmizilik kenar disetinde daha belirgindir. Enflamasyon sonucu gelisen
O0deme bagl olarak digetinin formu da degisir. Diseti kenar1 bigak sirt1 formunu
kaybeder. Eksudasyon nedeniyle kenar diseti yuvarlak bir hal alir. Saglikli diseti
serttir, ancak keratinizasyonun azalmasi ve bag dokusunda kollagen fibril kaybina
bagl olarak diseti kivami degisir, yumusama goézlenir. Ayrica disetinde ylizey
yapisindaki mat ve piirtiikli hal yerini, 6dem ve keratinizasyonun azalmasi

sonucu, parlak ve diizgiin bir ylizey yapisina birakir. (27, 36, 37, 38).
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Sekil 6. Saglikli disetinin goriiniimi

{

Sekil 7. Klinik olarak enflame disetinin goriiniimii.

Sagliklt disetinde sondalama sonucu kanama meydana gelmezken,

sagliksiz disetinde sondalama sonucu kanama gozlenir.
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Sekil 8. Saglikli diseti, sagliksiz digeti

Siddetli vakalarda spontan kanamalar bile olabilir. Perivaskiiler kollagen
fibriller eridiginde damar yapisi zayiflar. Keratinizasyonun azalmasi, cep
epitelinde biitiinliiglin bozulmasi (iilserasyon), damar sayisinda artis kanamanin
sebepleri arasinda sayilabilir (27, 36, 37, 38).

Disetinin ag1z bosluguna bakan ylizeyi keratinize agiz epiteli ile kapldir.
Diseti olugunun yumusak doku duvart ise oral-sulkuler epitel ile kaplhdir.
1Hemidesmosomlar araciligi ile diseti sikica dise tutunur ve bu baglantiy1
saglayan epitele de baglant1 epiteli ismi verilir. Baglant1 epitelinin ve cebin
tabaninin enflamasyon sonucu apikale gocii sonucu gergek cep olusur. Cep tabani
apikale go¢ etmeden, diseti biiylimesi sonucu cep derinlesmisse bu cebe de pseudo
cep adi verilir (27, 36, 37, 38).

Saglikl1 disetinde histolojik olarak ¢ok az sayida PNL, birka¢ makrofaj,
epitel ve bag dokusunda lenfoblastik hiicreler vardir. Damarlarin ¢evresinde

kollagen sagliklidir veya ¢ok az miktarda yikim vardir. Bu bdlgede serum
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proteinleri ve enflamatuar hiicreler bulunur. Immiinoglobulinler (6zellikle Ig G)
ve kompleman, ekstravaskiiler dokuda mevcuttuur (32).

4.6. Periodontopatojenler

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans kiigiik, hareketsiz, Gram (-), fakiiltatif anaerob,
sakkarolitik,  kapnofilik, yuvarlak sonlanmis bir basildir. A
actinomycetemcomitans taze izolatlarinda fimbrialara sahip ve R tipi koloni
olustururken, laboratuar subkiiltiirlerinde fimbrialarini kaybederek S tipi koloni
olustururlar (22,39,40). Endotoksin, lokotoksin, fimbria, kollejenaz, fibroblast
inhibe eden faktdr ve proteolitik enzimler A.actinomycetemcomitans’in viriilans
faktorleridir (39).

A. actinomycetemcomitans’in LJP lezyonlari, periodontitis ve gingivitis
durumunda plak 6rneklerindeki sayilarinin saglikli bireylerdeki sayilarina kiyasla
artmis olmalarindan dolayr bu bakteri olasi periodontal patojen olarak
tanimlanmustir. A. actinomycetemcomitans juvenil periodontitis, Papillon Lefevre
sendromu, hizli ilerleyen yikimla karakterize yetiskin periodontitisin temel
patojenlerinden biridir (22,39,40,41).

Porphyromonas gingivalis

Prevotella gibi Flavobacter-Bacteroides grubu igerisinde yer alan
Porphyromonas cinsi Gram (-), anaerobik, hareketsiz, asakkarolitik basillerdir.
Kapsiil, endotoksin, fimbria ve kollejenaz gibi ¢esitli viriilans faktorleri
bulunmaktadir. Primer olarak insan subgingival bolgesinde bulunan P. gingivalis,
periodontal enfeksiyonlarla iliskili siyah pigmentli anaerobik basil tiirlerinin en

bilinenidir. insanlarda ve deney hayvanlarinda periodontal yikim ile karakterize
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agresif bir periodontal patojendir (22,39,40). P. gingivalis ile ilgili ¢alismalarda,
saglikli durumda veya gingivitiste siklikla rastlanmayan ve sayica az olan bu tiir,
yikimla karakterize periodontal hastalikta olduk¢a yiiksek sayida belirlenmistir
(22,39,40,42).

Tannerella forsythia

Ilk kez fuziform Bacteroides olarak 1979 yilinda tanimlanan T. forsythia
dental implant c¢evresinden, endodontik lezyonlardan ve periodontal ceplerden
izole edilmektedir. Gram (-), anaerob, fuziform sekilli bir mikroorganizmadir
(40). Viriilans faktorleri kapsiil, endotoksin, tripsin benzeri proteinaz, apopitozisi
indiikleyen faktor ve betalaktam enzimidir (39,40). Zorunlu anaerob olan T.
forsythia, yavas iirer ve primer izolasyondan sonra az sayida koloni gelistirmek
icin 7-14 giin gerekir (22,39,40).

Treponema denticola

Treponema’lar siki, regiiler veya irregiiler spiralleri olan, Gram (-),
hareketli helikal basillerdir. Treponema tiirleri zorunlu anaerobiktir ve primer
izolasyonda iiremeleri birkag haftayr bulur. Flagellum, endotoksin, proteinaz
enzimleri, major kilif proteinleri T. denticola’nin viriilans faktorleridir

T. denticola’nin insan oral kavitesinde lokalize oldugu ve ilerlemis
periodontal lezyonlarla iligkisinin bulundugu bildirilmistir. T. denticola,
periodontal hastalikli  bolgelerde saglikli  bolgelere, subgingival plakta
supragingival plaga oranla daha fazla bulunmustur (39).

Prevotella intermedia

Flavobacter-Bacteroides grubunda yer alan Prevotella cinsi, bazi siyah

pigmentli ve pigmentsiz tiirleri kapsar. Hareketsiz, Gram (-), sakkarolitik, degisik
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uzunluklarda, ince, kokoid basil morfolojisinde, fermentatif anaerob bakterilerdir.
Kapsiillii yapilari, kompleman ve immiinoglobiilinleri pargalayici ve diger doku
hasar1 ile iliskili enzimlere sahip olmalar1 bu bakterinin virlilansini arttiran
faktorlerdir (39,40).

Campylobacter rectus

C. rectus Gram (-), fakiiltatif anacrobik, kisa, hareketli bir
mikroorganizmadir. Hiicreleri diiz, vibrio benzeri veya sarmal olabilir. Bir¢ok tiir,
polar tek bir flagellumu ile hareketlidir fakat flagellalari olmayan bazi tiirleri
sadece segirme hareketi yaparlar. Mikroaerofiliktirler (39).

Insan oral Campylobacter tiirleri H,S iiretirler, asakkarolitiktirler. Bircok
rutin biyokimyasal testleri negatiftir (40). Endotoksin ve 16kotoksin iiretirler (39).
C. rectus icin primer ekolojik uygun yer periodontal ceplerdir. Sayilarinin
hastalikli bolgelerde saglikli bolgelerden fazla oldugu bulunmustur. Aktif
periodontal yikimin oldugu boélgelerde yiiksek miktarda ve daha sik olarak
bulunmustur (40).

Eubacterium nodatum

Bu mikroorganizma son zamanlarda orta siddetli ve siddetli adult
periodontitis vakalarimin subgingival bdlgelerinden izole edilen yeni bir tiir olarak
aciklanmistir. Anaerobik, asakkarolitik, hareketsiz, Gram (+)
mikroorganizmalardir (43,44).

Parvimonas micra ( Peptostreptococcus micros )

Peptostreptococcus tiirleri, Gram (+), anaerobik, kiiciik, asakkarolitik
koklardir ve ikiserli zincir seklinde, tetratlar ve diizensiz kiimeler halinde kiiresel

hiicre morfolojisi gosterirler. Katalaz iiretmezler ve baslica metabolik triinleri
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laktik asitlerdir. Kapsiil yapisi ve hyaluronidaz enzimi viriilans faktorlerini
olusturmaktadir. insan ve hayvanlarin normal kommensal florasinin elemanlari
olan bu tiliriin bazilari, periodontitis de dahil, oral kavite ve viicudun diger
bolgelerindeki karisik enfeksiyonlarla iligkilidir. P. micra, siklikla insan
subgingival plagindan izole edilmis ve buranin major yerlesim yeri oldugu ileri
strilmistir. P. micra’ nin uzun siireli ¢alismalarda periodontal hastaliklarla
iligkisi ortaya ¢ikmis, gingivitisli veya saglikli durumlara kiyasla periodontal
yikimli alanlarda daha sik¢a ve yiiksek sayilarda belirlenmis ve Ozellikle aktif
alanlarda sayilar1 artmistir. Bu tiirlin izlenmesiyle, basarili olarak tedavi edilmis
periodontal alanlarda miktarinin ve sikliginin azalmig oldugu gortilmistiir (40).

Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium tiirleri hareketsiz, hiicreleri genellikle sivri sonlanmis
cubuk seklinde fuziform morfoloji gosteren, Gram (-), anaerobik, nonfermentatif
ve zayif olarak fermentatif mikroorganizmalardir. Fusobacterium nucleatum’un
viriilans faktorleri fimbria, endotoksin, proteinaz ve fosfolipaz C enzimidir. F.
nucleatum’un subgingival mikrobiyotanin bir pargasi oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. Fusobacterium tiirleri oral kavitede kolonize olurlar ve ekstraoral
enfeksiyonlarda da rol oynarlar (39,40)

Eikenella corrodens

Gram (-), kapnofilik, asakkarolitik, diizgiin kiint sonlu kiigiik basil
morfolojisinde, fakiiltatif anaerob, bazi suslar1 ise aerob olan bir bakteridir. Enerji
kaynagi olarak aminoasitleri kullanir ve oksidaz, lizin ve ornitindekarboksilaz
pozitiftir. Klindamisin, tetrasiklin ve metronidazole direnglidir. E. corrodens,

insan oral kavitesinde ve barsaklarinda kolonize olur. Saglikli bolgelerden ¢ok

25



periodontal yikimin oldugu alanlarda, aktif bolgelerde ve periodontal tedaviye
zayif cevap veren hastalarda daha sik ve yiiksek sayidadir (39,40).

Capnocytophaga Tiirleri

Sporsuz, kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerob, hareketli, Gram (-) kokobasillerdir.
Uremeleri i¢in CO,’ e ihtiya¢ duyarlar. Kayma hareketi yaparlar. Oral florada
bulunmaktadirlar (45,46). Capnocytophaga tiirleri kollajenaz, komplemani
aktivite eden ve Ig’ leri yikan enzimler liretmektedirler. Bagisiklik sistemi yetersiz
hastalarda, 6zellikle agiz lezyonlar1 olan graniilositopenik hastalarda bakteriyemi
ve siddetli hastaliklara sebep olmaktadirlar (47).

4.7. Anaerob Bakterilerin Tamsi

Geleneksel Yontemler

Anaerob bakteriler insan viicut florasinin en énemli bakterilerinden olup,
laboratuvarda klasik yontemlerle tanilarmin yapilmasinda giiniimiizde hala
sorunlar yasanmaktadir. Anaerob bakterilerin bir gogunun diger bakterilere oranla
daha ge¢ ve giic tliremeleri, laboratuvarda anaerob bakterilerle ugrasacak
deneyimli bir elemana ve bazi1 ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi en Onemli
sorunlardir. Anaerob bakterilerin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler
makroskopik ve mikroskopik inceleme ve kiiltirdiir. Anaerob bakterilerin
izolasyon ve tanimlanmalari i¢in, kullanilacak besiyerlerinin taze hazirlanmisg
olmasidir gerekmektedir. Buzdolabinda bekletilen besiyerlerinde anaerob
bakterilerin izole edilmesi miimkiin degildir. Bazi laboratuvarlarda ise 6nceden
rediikte edilmis, anaerob kosullarin saglandigi besiyerleri kullanilmaktadir.
Anaerop bakterilerin izolasyonunda; Schaedler agar ve buyyon, Brucella agar ve

buyyon, triptik soy agar ve buyyon, Colombia agar, beyin-kalp infiizyon agar ve

26



buyyon, tiyoglikolatli buyyon, karbonhidratli veya karbonhidratsiz kiymali
buyyon gibi selektif olmayan besiyerleri kullanilir. Schaedler besiyerleri disindaki
besiyerlerine hemin, vitamin K, maya 06ziitii ve sistein monohidrokloriir ilave
edilmesi gereklidir. Laboratuvarda ticari olarak alinmis besiyeri bulunmadiginda
kanl1 agar besiyerine bu maddelerin ilavesi ile de uygun anaerob besiyeri elde
edilir. Eubacterium ve Actinomyces cinsleri kalp infiizyon agarda, triptik soy
agara oranla daha iyi iremektedir. Buna karsilik triptik soy agar besiyeri,
subgingival bolgeden alinan orneklerden siyah pigmentli anaerob bakterilerin
izolasyonu i¢in ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Selektif olmayan besiyerlerinin
yani sira, anaerop bakterilerin izolasyonunda selektif besiyerlerinin kullanilmasi
bakterilerin izolasyonunu kolaylastirir. Diger bakterilerin bulunabilecegi ornekler
veya flora igeren Orneklerden anaerob bakterilerin izolasyonu igin selektif
besiyerleri 6zellikle kullanilmalidir. Bacteroides ve Prevotella cinsi bakterilerin
izolasyonunda kanamisin-vankomisinli kanli agar (6zellikle kanin dondurulup
¢Oziilmiis olmas1 tercih edilir) kullanilir. Ancak 7.5 pg/ml vankomisin igeren
besiyerlerinde Porphyromonas cinsi bakteriler iremez. Porphyromonas tiirlerinin
izolasyonu i¢in 2 pg/ml vankomisin igeren kanamisinli kanli besiyeri tercih edilir
(48).

Molekiiler Tani

Anaerob bakterilerin tanimlanmasi i¢in kullanilan molekiiler biyolojik
yontemler genomik Yya da oligoniikleotid DNA problarin  kullanildigi
hibridizasyon ve oligoniikleotid primerlerle PCR, gen cipleri (mikroarray)ve
pirosekanslamadir. Periodontal patojenleri tesbit etmek i¢in ELISA, enzim testleri,

anaerobik kiiltiir ve PCR gibi birgok teknik kullanilmaktadir (17).
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Standard/Klasik PCR:

Anaerob bakterilerin, klinik orneklerden ya da koloniden 16S rRNA
geninden tiire 6zel ya da tlire 0zgii viriilans genlerini hedefleyen primerlerle
aranarak tlriin 6rnekte var olup olmadigini saptamak ya da tiir tanis1 amaciyla
kullanilir. Elde edilen PCR firtiniinden dizi analizi yapilabilir. Basit ve duyarl bir
yontem olarak anaeroblar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (49).

DNA Mikrogip (mikroarray) Analizi:

PCR ile elde edilen floresan isaretli amplikonlarin ¢ok fazla sayida farkli
oligoniikleotid prob iceren kat1 yiizeylerde kendisine uyan probla hibridizasyonun
ayni anda tek bir deneyle gergeklestirildigi ve degerlendirmenin ileri bilgisayar
donanimina dayali oldugu bir testtir. Problar farkli 6zellikler olarak sentezlenen ve
immobilize edilen noktalardir; her bir nokta milyonlarca es prob igerir. Klinik
olarak 6nemli 28 anaerob bakteri tiirii ve Veillonella suslarini tanimlamak i¢in ITS
sekanslarmma dayali bir oligoniikleotid array gelistirilmistir. Bu array
hibridizasyonun, saf kiiltiirlerin tanis1 igin yaklasik sekiz saatte yiiksek duyarlilik
ve Ozgillikkle sonuglandigi, ayrica klinik Orneklerde anaerob bakteri saptama
potansiyeli oldugu bildirilmistir (50). Mikroarray platformu, ti¢ boyutlu ¢ipler ya
da siispansiyon boncuk c¢iplere genislemistir. Son yillarda sayisi ¢ok artan
mikroarray c¢alismalar1 ile klinik mikrobiyolojide mikroarray teknolojisine
dayanan yeni bir molekiiler tanimlama ¢agina girilmistir (51).

Hibridizasyon Teknikleri

Genomik ya da sentetik olarak yapilabilen ve otomatik sisteme sokulabilen
oligoniikleotid problar hedef sekansin tamamlayicist olan genellikle 15-30 baz

gibi kisa tek iplikli DNA sekanslaridir. Dogrudan prob yontemleri, 6rnekte hedef
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bakteri az miktarda bulundugundan DNA amplifikasyonu yapilmadan
kullanildiginda duyarlilhigi 10%-10° bakteridir (52,53).

Fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH), bakterilerin filogenetik gruplarina
0zel sekanslarin1 hedef alarak dizayn edilmis ve her bir proba farkli floresan boya
eklenmis oligoniikleotid problarla klinik 6rneklerde ya da dogal yasam yerlerinde
goriilmesi, tanimlanmasi ve sayilmasi yontemidir. Son yillarda dis plak
biyofilmlerinin konfokal lazer tarama mikroskop incelemesinde kullanilmaktadir
(54).

Hain Diagnostika Ltd. (Nehren, Almanya ) micro IDent plusll Kiti
gelistirerek mikrobiyoloji laboratuvarlarinda periodontopatojenik tiirleri, tani
imkan1 sunmustur. Bu test A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia,
T. forsythia, T. denticola, P. micra, F. nucleatum, E.corrodens, E.nodatum, C.
rectus ve Capnocytophaga tiirlerinin 16s rDNA’larinin PCR’1n1 takiben reverse
hibridizasyonlar1 esasina dayanmaktadir.

Bu caligmada literatiirlerde periodontal patojen olarak tanimlanmig olan 11
mikroorganizma (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia,
Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus,
Eubacterium nodatum, Eikenella corrodens, Capnocytophaga tiirleri) PCR-Ters
hibridizasyon teknigi ile incelendi. PCR-Ters hibridizasyon yontemiyle, 11
periodontopatojen mikroorganizmanin belirlenmesi, ayni giin icerisinde basarili

bir sekilde gerceklestirildi.
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4.8. Tedavi

Gingivitisli hastalarda cerrahisiz periodontal tedavi basarili sonuclar
vermektedir. Kronik periodontitisli hastalarin ¢gogunda da cerrahisiz periodontal
tedavi basarilidir. Bu nedenle ¢ogu kronik periodontitisli olgularda periodontal
tedavi amacl antibiyotik kullanimi gerekmemektedir (55).

Ag1z bakim egitimi, dis ylizeyi temizligi, kok yilizeyi diizlestirilmesi dogru
ve yeterli diizeyde yapilmis olmasina ragmen devam eden hastalik; atagsman kaybu,
piiriilan eksuda, sondalamada kanama, sondalama derinligi 5> mm den fazla olan
ceplerin varlig1 gibi bulgular, mikrobiyolojik analiz ve antimikrobiyal ajanlarinda

icine girdigi daha ileri periodontal tedavi se¢eneklerinin uygulanmasini gerektirir

(56).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Hasta Secimi

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali ile Elazig Dis Hastanesi’nin ortak katkilar1 ile gerceklestirildi. Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nca onaylanan calismada, Elazig Dis
Hastanesi’ne basvuran kronik periodontitisli 37 (17 bayan, 20 erkek, yas
ortalamalar1 46,78) hastadan alinan krevikular sivi Ornekleri hasta grubunu
olustururken, kontrol grubunu 33 (27 bayan, 6 erkek yas ortalamalar1 32,18)
saglikli bireyden alinan krevikular sivi 6rnekleri olusturdu.

Arastirmamiza dahil edilen tiim bireylere calismanin amaci ve yontemi
hakkinda bilgi verilerek onaylart alind1 (Ek 1, onay formu).

Calismamiza dahil edilen bireylerin se¢iminde, Son alti ay iginde
periodontal tedavi gérmemis olmasi, Iimmiin sistemi veya iltihabi yaniti
etkileyebilecek herhangi bir ila¢ kullanmamis olmasi, oOral mikrofloray:
etkileyecek herhangi bir gargara (CHx % 0.2’lik gibi) kullanmamis olmas1 gibi
kriterlere dikkat edildi.

5.2. Subgingival Plak Orneklerinin Toplanmas1 ve Analize
Hazirlanmasi

Calismada kullanilan rnekler hasta basinda alindi. Ornekler son alt1 ay
icinde antibiyotik almamis hastalardan temin edildi. Genellikle bu tip ¢alismalarda
stk¢a kullanildigr ve bu sayede calismalar arasinda mukayese imkani sagladig
icin, Ornek alinan hastalarin Silness- Loe’lin plak indeksi ve gingival indeksi

skorlandi. Ayrica hastalarin dis cep derinligi belirlendi.
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Plak Indeksi Skorlar:: ( Silness ve Loe 1964)

0: Diseti bolgesinde bakteri plagi yok.

1: Ciplak gozle fark edilemeyen, ancak sond ucunun gingival sulkusta
gezdirilmesiyle agi8a ¢ikarilan plak varlhigi.

2: Gozle goriiliir tarzda diseti kenarinda ve dis yiizeyinde orta dereceli plak
varligi.

3: Disetinde ve dis yilizeyinde yogun yumusak birikintilerin mevcudiyeti
(57).

Gingival indeks Skorlari: ( Lée ve Silness 1963)

0: Saglikl diseti

1. Hafif iltihap, hafif renk degisikligi, hafif 6demle karakterize diseti,
sondalamada kanama yok.

2: Orta dereceli iltihap, diseti parlak, kirmizi ve 6demlidir. Sondalamada
kanama vardir.

3: Siddetli iltihap, belirgin kirmizilik ve dédem vardir. Ulserasyonlar ve
spontan kanamaya meyil mevcuttur (58).

Hastalardan ornekler alinmadan once hastalarin agizlarimi 30 sn kadar
klorhexidine ile yikamalar1 istendi. Paper pointler (micro-IDent-plus/Hain-
Lifescience) dis hekimi tarafindan periodontal ceplere yerlestirildi. Krevikular
stviyt emmesi i¢in 30 sn bekletildikten sonra, paper pointler steril kapakli
ependorflara alindi. Ornekler buz akiileri ile birlikte hizl1 bir sekilde laboratuvara

ulastirildi. DNA izolasyonu yapilana kadar -20 °C’ de sakland.
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d— Paperpoint

Sekil 9. Paper pointler kullanilarak 6rnek alimi1

5.3. Paper Pointlerden Periodontal Patojen Bakteri DNA

Ekstraksiyonu

Paper pointlerden periodontal patojen bakteri DNA ekstraksiyonu ig¢in

tiretici firma tarafindan génderilen QIAamp® DNA izolasyon kiti kullanilda.

1.

2.

70 °C ve 95 °C 1s1 bloklar1 hazirlandu.

Temiz bir tiipte 180 pl Buffer ATL ve 20 pl Proteinaz K karistirilarak 15
sn vortekslendi.

Hazirlanan bu 200 pl karisim, daha 6nce ornek alinan ve paper pointlerin
oldugu tiiplere pipetlendi ve tiipler 30 sn vortekslendi.

Vortekslenen tiipler 70 °C ‘de 10 dakika inkiibe edildi.

Tiiplere 200 pl Buffer AL eklenip 15 sn vortekslendi ve kisa bir santrifiij
yapildi.

Daha sonra tiipler 95 °C 1s1 bloguna aktarildi ve 5 dakika inkiibe edildi.
200 pl ethanol (96-100%) eklendi 15 sn vortekslendi ve kisa bir santrifiij

yapildu.
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8. Hazirlanan karisim spin filtrelere aktarildi ve 6000 g’de (8000 rpm) 1
dakika ¢evirildi.

9. Spin filtreleri ¢ikarip siiziilen sivi1 atild1 ve spin filtreleri receiver tiiplerine
aktarildi. 2 yikama siirecine tabi tutuldu.

10. 1. yikama : Tiiplere 500 pl of Buffer AW1 eklendi ve 6000 g’de (8000
rpm) 1 dakika cevrildi. Filtre edilen sivi atildi ve spin filtreleri receiver
tiiplerine aktarildi.

11. 2. yikama: Tiplere 500 pl Buffer AW2 eklendi ve 6000 g’de (8000 rpm)
1 dakika gevrildi. Filtre edilen s1v1 atild1 ve spin filtreleri receiver tiiplerine
aktarildi. Son olarak 3 dakika tiim etanolii atmak i¢in maksimum hizda
santrifiij edildi.

12.  Spin filtreleri 1.5 mI’lik mikrosantrifij tiiplerine aktarildi ve 200 pl
Buffer AE ilave edildi. 1 dakika 6000 g’de (8000 rpm) santrifiij edildi.
Elde edilen DNA’lar bir sonraki isleme kadar -20 °C’de saklandi.

5.4. Amplifikasyon (Cogaltma) Islemi

Amplifikasyon 1: Amplifikasyon 2:

SWAM-A1 5Sul AM-A2

175WAM-B 17,5 ul AM-B

2.5 ul DNA soliisyonu 2.5 pl DNA soliisyonu

Toplam 25 ul ~ Toplam 25 pl

Her 6rnek i¢in AM B den 17,5 pl iki tlipe de pipetlendi. Daha sonra ilk

tipe Ornek basma 5 pl Am-Al , ikinci tipede AM-A2 den 5 pl eklendi.

Hazirlanan mix den 22,5 ml PCR tiiplerine birakild1 ve iizerlerine 2,5 ul DNA
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eklendi. PCR asamasinin giivenilirligini test etmek i¢in DNA yerine ayn1 oranda
distile su eklenerek negatif kontrol yapildi. Termocycler cihazina konularak PCR

islemi gerceklestirildi.

PCR Protokolii:

95 °C -=--mmmemmeeeeee- 05:00 dakika 1 dongii
95 °C ---m-mmmmmmmmme- 00:30 saniye 10 dongii
58 °C ------mmmmmmmee-- 02:00 dakika 10 dongii
95 °C ----mmmmmmmeeee- 00:25 saniye

53 °C --m-m-mmmemmme- 00:40 sapiye 20 dongii
70 °C =-=-=-m-mmmmeee- 00:40 sanhiye

70 °C =-=-=-m-mmmmeee- 08:00 dakika 1 dongii

5.5. Hibridizasyon Islemine 6n hazirhk:

HYB (hibridizasyon) ve STR (Stringent Wash Solution) soliisyonlar1 37-
45 °C’ye kadar 1sitildi. Diger yandan CON-C (conjugate) ve SUB-C (substrate)
(+4 °C’de korunur) disinda ki diger tiim soliisyonlar oda sicakliginda bekletilerek
1s1tildu.

Uygun tipler kullanilarak CON-C ve SUB-C konsantreleri kendi
sulandirma soliisyonlari ile, yani CON-C, CON-D ile SUB-C, SUB-D ile 1:100
oraninda sulandirildi. Her bir strip i¢in; 10 pl konsantre + 1 ml (1000 pl)

sulandirma soliisyonu kullanildu.
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Hibridizasyon Islemi

1. 20 ul DEN (denatiirasyon) soliisyonu her tray’in (striplerin
yerlestirildigi plate) 6rneklerin ¢alisilacagi kuyucuklarinin koselerine pipetlendi.

2. 20 pl amplikon 1°den, 20 upl amplikon 2’den, DEN soliisyonuna
pipetlenerek karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Bu sirada pens ile her bir 6rnek i¢in bir strip alindi ve bu stripin isaretli
ucu numaralandirildi. Bu islemler sirasinda striplere ¢iplak el ile temas
edilmemesine dikkat edildi.

3. Tray’in 6rneklerin konuldugu kuyucuklarina dikkatlice 6nceden 1sitilmis
1 ml HYB (yesil renkli soliisyon) soliisyonu konulup homojen renk elde edilene
kadar yavasca calkalandi.

4. Stripler dikkatlice trayin kuyularma yerlestirildi.

5. Tray Twincubator’da 45 + 1 °C’de 30 dakika calkalanarak inkiibe edildi.

6. Hibridizasyon soliisyonu pasteur pipet kullanilarak tamamen
kuyucuklardan bosaltildi.

7. Her bir kuyucuga 1 ml STR (kirmizi renkli soliisyon) solusyonu eklendi
ve 15 dakika 45 + 1 °C’de ¢alkalanarak inkiibe edildi.

8. STR soliisyonu kuyucuklardan tray atik kabina komple sekilde
dokiilerek bosaltild1 ve kuyucuklar igerisinde kalan bir miktar sivida yine tray ters
cevrilerek list ucu kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirildi.

9. Her bir kuyucuktaki strip iizerine bir kez 1ml RIN (Rinse Solution)
soliisyonu eklenerek 1 dakika ¢alkalanarak yikandi. Daha sonra bu siv1 bir 6nce ki

maddede anlatildig1 gibi dokiilerek bosaltildi.
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10. Kuyucuklardaki striplerin lizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis
Conjugate eklendi ve 30 dakika ¢alkalanarak inkiibe edildi.

11. Inkiibasyon sonras1 Conjugate dokiilerek bosaltildi. Ve her bir strip 1
kez 1 ml RIN (Rinse Solution) 1 kez de 1 ml distile su ile 1’er dakika ¢alkalanarak
yikandi.

Son yikamadan sonra tray dokiildiikten sonra kuyucuklarda sivi kalmamis
olmasina dikkat edildi.

12. Her bir strip tizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis Substrate
sollisyonu eklendi ve karanlikta test kosullarina bagl olarak (oda sicakligi gibi)
bantlarin olusmasina gore 3 ile 20 dakika arasinda ¢alkalamadan inkiibe edildi.

Cok uzun siireli inkiibasyonlar stribin kararmasina sebep olabilecegi ve de
yanlis degerlendirmelere yol agabilecegi igin bu basamak, inkiibasyon siiresi
kontrollii bir sekilde takip edilerek sonlandirildi .

13. Bant olugma islemi striplerin distile su ile yitkanmasiyla sonlandirildi.

14. Son olarak, stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kagidinin arasina

konularak kurutuldu ve degerlendirme asamasina gegildi.

37



[\

P

Sekil 10. Twincubator ile hibridizasyon islemi
5.6. Sonu¢ Degerlendirme
Calismanin kabul edilebilir olmasi i¢in konjugat kontrol bolgesinin ve
tiniversal kontrol bolgesinin olusup olusmadigina bakildi.
1) Konjugat Kontrol Bolgesi:
Konjugat kontrolii strip iizerinde konjugat baglanma ve substrat
reaksiyonunun verimliligini gostermektedir. Konjugat kontrol bandinin olusmasi

gerekmektedir.
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2) Universal Kontrol Bolgesi:

Amplifikasyon isleminin verimliligini go6sterir. Her zaman olusmalidir.
Eger diger band paternleri ¢ikmamigsa Universal kontrol mutlaka ¢ikmalidir.
Ancak diger band paternleri ¢ikmissa universal kontrolde ¢ikan band daha zayif

olabilir. Bu durumda testi tekrar etmeye gerek yoktur.

Konjugatkontrolle (CC)
Hybridisierungskontrolle (HC)
Amplifikationskontrolle 1 (AC1)
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)
Porphyromonas gingivalis (Pg)

Prevotella intermedia (Pi)

Tannerella forsythia (Tf)

Treponema denticola (Td)

Amplifikationskontrolle 2 (AC2)

Parvimonas micra (Pm)

Fusobacterium nucleatum/periodonticum (Fn)
Campylobacter rectus (Cr)

Eubacterium nodatum (En)

Eikenella corrodens (Ec)

Capnocytophaga spp. (Csp)

Farbmarkierung

Sekil 11. micro-IDent plus11 Kiti Degerlendirme Sablonu

Kagit havlu ile kurutulan stripler, iiretici firma tarafindan gonderilen

sablon iizerine konularak degerlendirme islemi yapildi.
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cc 1 kL. r_
HC 2 S :
ACl1 3 ——> == m —
Aa 4 s |
PgS _— -
Pi 6 - —
Tf 7 —
Td 8 - —
AC2 9 ——>mm - o
Pm 10
Fn 11 ————am o =1
Cr12 === =
En 13
EC14 =
Csp 15 -
= E = = =1

Sekil 12. micro IDent plus1l Kiti Sonu¢ Degerlendirme

1 nolu 6rnek negatif kontroldiir. 2 ve 3 kontrol grubudur. 2 nolu 6rnekte
yalnizca F. nucleatum’a, 3 nolu 6rnekte ise higbir bakteri tiiriine rastlanilmamustir.
4 nolu 6rnekte, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P. mica, F.
nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens ve C sp’ ye, 5 nolu 6rnekte ise, A.
actinomysetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P.
mica, F.nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens ve C sp’ ye
rastlanilmstir.

5.7. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler bilgisayar ortaminda paket programlar kullanilarak
yapildi. Veriler ortalama + standart deviasyon olarak ifade edildi. Ortalamalar
arasindaki farkin karsilagtirlmasinda “bagimsiz T testi” , ikili gruplarda ‘’Mann
Whitney U testi” ve gruplarin karsilastirilmasinda Ki-Kare testi kullanildi. p<0.05

degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 37 kronik periodontitisli (17 bayan, 20 erkek,
yas ortalamalar1 46,78 ) ve 33 saglikli bireyden (27 bayan, 6 erkek yas
ortalamalar1 32,18) elde edilen bulgular, klinik ve laboratuvar bulgular1 olmak
tizere siniflandirildi ve degerlendirildi.

6.1. Klinik Bulgular

Calismamiza dahil edilen 2 gruba ait bireylerden elde edilen plak indeksi
(Pi), gingival indeks (GI), ve sondalama derinligi (SD) &lgiimleri Tablo 1°de
gosterildi.

Tablo 1. Klinik Parametreler

Pi Gi SD
Gruplar X+sd P X+sd P X+sd P
Kontrol 0,21+0,18 | 0,000 0,07+0,97 | 0,000 1,00+0,00 | 0,000
(n=33)
Hasta 2,12+0,58* | 0,000 2,524+0,47* | 0,000 | 4,77+0,95 | 0,000
(n=37) *

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. *, Kontrol
grubuna gore anlaml farklilik gostermektedir.

Plak indeksi degerleri agisindan, hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel agidan anlaml diizeyde farkliliklar tespit edilmistir (P < 0,001).

Benzer degerlendirme gingival indeks i¢in de yapildi ve plak indeksinin

bulgularina paralel bulgular gingival indeks i¢in de elde edildi (P < 0,001).
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Sondalama derinligi degerleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel
acidan anlamli diizeyde farkliliklar tespit edilmistir (P < 0,001).

6.2. Laboratuar Bulgular:

Laboratuar calismalarimizda inceledigimiz mikroorganizmalarin gruplar
icinde say1 ve yiizde olarak dagilimlar1 Tablo 2’de gosterildi.

Tablo 2. Calisma gruplarinda mikroorganizmalarin say1 ve yiizde olarak dagilimi

Kontrol Hasta

n=33 % n=37 %
Aa 0 - 6 16
Pg 0 - 19 51
Pi 0 - 16 43
Tf 13 35 94
Td 0 - 26 70
Pm 0 - 21 56
Fn 18 54 35 94
Cr 0 - 29 78
En 0 - 8 21
Ec 13 21 56
Csp 5 15 32 86

Kronik periodontitisli 37 bireyin olusturdugu gruba baktigimizda,
A.actinomycetemcomitans 6, P.intermedia 16, T.forsythia 35, T.denticola 26, P.
micra 21, P.gingivalis 19, Capnocytophaga tiirleri 32, F.nucleatum 35, C.rectus
29, E.nodatum 8 ve E.corrodens 21 bireyde bulundu. Kontrol grubunuda ise;

A.actinomycetemcomitans, P. intermedia, P. gingivalis, C. rectus, T. denticola, P.
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micra, E. nodatum, higbir bireyde bulunmadi. F. nucleatum 18, T. forsythia 1, E.
corrodens 1, ve Capnocytophaga tiirleri 5 bireyde tespit edildi.

Socransky’nin patojen mikroorganizmalarin etkilerini esas alarak yaptigi
siniflandirmaya dayanarak ele aldigimiz patojenlerden, periodontitisle c¢ok
kuvvetli iliskisi bulunan mikroorganizmalarin, gruplar arasi karsilastirmasi Tablo
3 ‘te yansitildu.

Tablo 3. Periodontitisle ¢ok kuvvetli iligkili olan patojenlerin gruplar arasi

dagilim
Aa Pg Tf Td
Gruplar n%p n% p n% p n% p
Kontrol n=33 | O - 0- 1- 0-
0,01 0,000 0,000 0,000
Hasta n=37 6 16 19 35 26 70
51 94

A. actinomycetemcomitans’in her iki grup arasinda anlamli dagilim

gosterdigi tespit edilmistir. (P<0,01).

P. gingivalis’in gruplar arasi dagilimina baktigimizda her iki grup arasinda
anlamli dagilim gosterdigi tespit edilmistir (p < 0,001).
T. forsythia ve T. denticola iginde yapilan gruplar arasi degerlendirmede P.

gingivalis’in bulgularina paralel bulgular elde edilmistir (p < 0,001).
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Tablo 4. Periodontitisle kuvvetli iliskili olan patojenlerin gruplar arasi dagilimi

Pi Cr En
Gruplar n%p n% p n%p
Kontrol n =33 0 - 0- 0 -
0,000 0,000 0,005
Hasta n=37 16 43 29 78 821

P. intermedia, C.rectus ve E.nodatum i¢in yaptigimiz degerlendirmede her

iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir

0,001).

(P<

Tablo 5. Periodontitisle orta derecede iliskili olan patojenlerin gruplar arasi

dagilim
Pm Fn Ec Csp
Gruplar n% p n% p n%p n%p
Kontroln=33 |0 - 18 54 13 515
0,000 0,000 0,000 0,000
Hasta n=37 21 56 3594 2156 32 86

P. micra, F. nucleatum, E. corrodens ve C sp’nin her iki grupta

istatistiksel olarak anlamli dagilim gosterdigi tesbit edilmistir ( p< 0,001).
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Tablo 6. Hasta grubunda sondalama derinligine gére bakteri dagilimi

Sondalama Derinligi (Hasta Grubu)

Var (X 4sd) Yok (X £sd) P degeri

Aa 5,50+ 0,45 4,62+0,96 0,047*

Pg 5,19+0,81 4,32+0,89 0,006**

Pi 4,80+0,99 4,74+0,93 0,854ns

Tf 4,84+0,91 3,4+0,00 0,036*

Td 5,13+0,80 3,90+0,67 0,000***
Pm 5,17+0,80 4,24+0,88 0,003**
Fn 4,78+0,96 4,45+0,91 0,685ns
Cr 4,97+0,86 4,03+0,93 0,018*
En 5,30+0,87 4,62+0,93 0,058ns
Ec 5,23+0,81 4,15+0,75 0,001**
Csp 4,80+0,98 4,45+0,54 0,460ns

ns p>0,05 istatistiksel olarak anlamli degil

* p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

** p<0,01 istatistiksel olarak ¢ok anlamli

*#% p<0,001 istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli

Hastalarin sondalama derinligi ile bakterilerin bulunma sikliklar
incelendiginde, Aa, Pg, Tf, Td, Pm, Cr, Ec varlig1 ile sondalama derinligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu tespit edilmistir (p<0,05, p< 0,01,
p<0,001 ). Pi, Fn, En, C sp varlig1 ile sondalama derinligi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05).
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7. TARTISMA

Kronik periodontitis, periodontal patojenler ve konak immiin sisteminin
karsilikli etkilesimi sonucunda periodontal atasman kaybi, bag dokusu ve alveol
kemigi yikimina sebep olabilen dis destek dokularinin enflamatuar bir hastaligidir
(61). Kronik periodontitis’te disetinde enflamasyon, cep formasyonu, periodontal
atasman ve kemik kaybi, disetinde 6dem ve renk degisikligi, diseti kanamasi
Klinik bulgular arasinda gosterilmistir (59,60).

Giintimiizde periodontal hastalik ve mikrobiyal plak arasinda 6nemli iliski
oldugu ve etyolojik ajanlarin bakteriyel orijinli oldugu bilinmektedir. Bulgular her
bir periodontal hastaligin spesifik tip bakterilerce olustugunu ve her birindeki
mikrobiyal bakteri florasinin farkli oldugunu gostermistir. Periodontal hastaligin
etyolojisinde  rol  oynayan bu  mikroorganizmalarin  eliminasyonu,
enflamasyonunun ¢ozlilmesiyle sonuglanmakta ve periodontal hastalik
iyilesmektedir (1, 2,6, 61).

Kronik  periodontitisli bireylerde, 11  periodontal patojen
mikroorganizmanin ~ PCR-Ters  hibridizasyon  yontemiyle kisa  siirede
incelenmesinin ~ esas  alindigt  calismamizda, periodontal patojen
mikroorganizmalarin dagilimi1 klinik ve laboratuvar bulgularma dayanilarak
degerlendirildi.

Bu ¢aligmada klinik veriler, Silness-Loe’ nin plak indeksi ve Loe-Silness’in
kanama indeksleri 1s1ginda degerlendirildi (57, 58). Bu indeksler periodontal
saglik durumu hakkinda en giivenilir sonuclar1 verdiklerinden dolay1 daha 6nceleri

de pek ¢ok calismada tercih edilmistir (62,63).
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Subgingival plak 6rnegi almak i¢in genellikle 2 yontem kullanilmaktadir.
Birincisi steril kiiretlerin kullanildig1 tekniktir. Digeri ise paper pointlerin
kullanildig1 tekniktir. Steril kiiretlerle 6rnek alma isleminde cebin en derin
noktasina ulasmanin zor oldugu bildirilmistir (64-67). Paper pointler kullanilarak
subgingival O6rnek alma isleminin dezavantaji ise dokulara siki tutunan plagin
mikroorganizmalarinin, paper point iizerine tam olarak tutunamamasidir. Dikkatli
kurulama, supragingival plagin kaldirilmasi ve dis yiizeyinin temizlenmesi tam
olarak 6rnek toplanmasi i¢in steril bir ortam saglamamaktadir. Bundan dolayz;
cebe girisinden ¢ikisina kadar paper pointin subgingival biyolojik materyal ile
kontamine olma olasiligini hari¢ tutmak imkansizdir (66).

Anaerobik tiirler i¢in periodontal ceplerin apikal bolgeleri uygun yerlerdir.
Bu nedenle mikrobiyolojik teshis icin subgingival plak Orneklemede paper
pointler daha sik kullanilmaya baslanmistir (64,66). Paper pointin ISO boyutu,
hammaddesi, sulkusta kalis siiresi onemlidir. Hartroth ve arkadaslari yaptiklari bir
arastirmada subgingival ornekleme i¢in optimum paper point kalinligimin ISO 45
oldugunu belirtmislerdir (66). Ayrica paper pointler ile ayni aragtirmada
subgingival O0rnek almak i¢in daha Onceden belirtilen optimum zamanin 60sn
oldugunu ancak 5-30 sn arasindaki zamanin da 6rnek kalitesini etkilemedigini
bulmuslar ve kendileri de ¢alismalarinda paper pointleri periodontal cep igerisinde
20 sn bekletmislerdir (66). Yine Nonnenmacher ve arkadaslar1 da yaptiklart bir
calismada paper pointleri periodontal cep igerisinde 20 sn bekletmislerdir (68).

Bu ¢alismaya dahil olan bireylerin subgingival plak 6rnekleri, literatiirlerle
uyumlu olarak, ISO 45 kalinhigindaki standart steril paper pointler, periodontal

cep igerisinde 30 sn bekletilerek alindi.
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Calismada mikroorganizma analizleri, daha hizli spesifik ve duyarlilig
yiiksek olan PCR-Ters hibridizasyon yontemiyle degerlendirildi. Bilindigi gibi
periodontal patojenleri tesbit etmek i¢in ELISA, enzim testleri, anaerobik kiiltiir
ve PCR gibi birgok teknik kullanilmaktadir (69). Ancak son yillarda subgingival
plakta bulunan segilmis 6zel bakteri tiirlerinin varligini ortaya ¢ikarmada, en fazla
PCR tabanli teknikler kullanilmaktadir. Konu ile ilgili literatiirler incelendiginde,
pahali olmasi, kantitatif sonu¢ vermemesi sadece varlik ve yokluk belirtmesi gibi
dezavantajlarima ragmen hizli ve basit olmas1 ayrica ¢ok az sayidaki hiicrelerden
analiz yapilabilmesi PCR teknigini diger tekniklerden avantajli kilmaktadir. Ayni
zamanda ¢ok hassas ve spesifik olmasi diger bir {lstiin ozelligi olarak

tanmimlanmustir (68-71).

Birgok arastirmaci A. actinomycetemcomitans’in agresif periodontitis ile
iliskili olmasina ragmen bazi kronik periodontitisli bireylerde de bulunabildigini
belirtmislerdir (70,73,74). Kronik periodontitisli bireylerin subgingival plak
orneklerinde Cortelli ve arkadaslar1 % 41.6, Boutaga ve arkadaslar1 %27.4,
Zambon ve arkadaslar1 %11 oraninda A. actinomycetemcomitans tespit etmislerdir
(75-77). Haffajee ve arkadaslar1 A. actinomycetemcomitans’in periodontal olarak
saglikli bireylerde hastalikli bireylerden anlamli olarak fazla bulundugunu,
Ximenez-Fyvie ve arkadaslar1 da A.actinomycetemcomitans’in periodontal olarak
saglikli bireylerde daha fazla bulundugunu tespit etmistirler. (78, 79). Yapilan
benzer c¢alismalarda Winkelhoff (69) kronik periodontitisli bireylerde A
actinomycetemcomitans’in periodontal olarak saglikli bireylerden fazla oldugunu
belirtmistir. Bu ¢alismada kronik periodontitisli bireylerde, literatiirlerle uyumlu

olarak A. actinomycetemcomitans’m % 16 oraninda mevcut oldugu tespit
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edilmistir. Saglikli bireylerde A.actinomycetemcomitans’ a rastlanilmamustir. A.
actinomysetemcomitans’ in cep derinliginin fazla oldugu bireylerde yiiksek oranda

olabilecegini diistinmekteyiz.

Holt ve arkadaslari, Slots ve Ting, Socransky ve arkadaslar1 1999 yilinda
ayr1 ayr1 P. gingivalis’in periodontal patojen olarak etiyolojik rolii oldugunu ve
kronik periodontitis ile iligskili oldugunu desteklemislerdir (80-82). Lau ve
arkadaglar1 2004 yilinda subgingival plak Orneklerinde A
actinomysetemcomitans, P. gingivalis ve T. forsythia’nin varligin1 PCR ve kiiltiir
teknikleri ile arastirmis ve periodontitisli bireylerin % 81.3’tinde P. gingivalis
bulundugunu bildirmislerdir (67). Ezzo ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar
caligmalarinda P.gingivalis’in kronik periodontitisli bireylerde en fazla bulunan
mikrorganizmalardan biri oldugunu belirtmislerdir (74). Zambon ve arkadaslari da
bir ¢alismalarinda kronik periodontitisli bireylerde P. gingivalis prevalansini %
100 olarak bulmuslardir. Slots ve Ting periodontal yikim olmayan bireylerde de P.
gingivalis bulundugunu bildirmiglerdir (81). Griffen ve arkadaslari 1998’de PCR
teknigini kullanarak yaptiklari bir caligmada periodontal saglikli ve periodontitisli
bireylerin subgingival plak orneklerinde P. gingivalis varligin1 arastirmiglardir.
Saglikli bireylerle periodontitisli bireyler arasinda P. gingivalis varlig1 agisindan
cok anlamli bir fark oldugunu (p<0.001) ve bu nedenle P. gingivalis’in saglikli
dentisyonun bir eleman1 olamayacagimi belirtmiglerdir (94). Winkelhoff ve
arkadaslari da 2002 yilinda yaptiklari bir arastirmada saglikli bireylerin % 10’unda
P. gingivalis tespit etmislerdir (69). Bu oran Boutaga ve arkadaslarinin
calismasinda % 9.9, Lau ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise % 13.3 olarak

bildirilmistir (95-69). Bu ¢alismada da kronik periodontitisli grubun %51’ inde P.
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gingivalis’e rastlanmistir. Saglikli bireylerde rastlanmamustir. P. gingivalis’in
kronik periodontitisle ¢ok kuvvetli iligkisi olmasindan dolay1 saglikli bireylerde

bulunma oraninin ¢ok diisiik olacagini diisiinmekteyiz.

Zambon ve arkadaslar1 kronik periodontitisli bireylerin subgingival plak
orneklerinde P. intermedia prevalansimi % 100 oraninda bulmuslardir (77).
Boutaga ve arkadaslari, 259 kronik periodontitisli birey ile yaptiklari ¢aligmada
subgingival plak orneklerinin % 83’iinde P. intermedia varlig1 tespit etmislerdir
(76). Winkelhoff ve arkadaslar1 da kronik periodontitisli ve saglikli bireylerin
subgingival plak 6rneklerini karsilastirdiklar1 ¢caligsmalarinda kronik periodontitisli
bireylerin % 88’inde, periodontal olarak saglikli bireylerin ise % 69’unda P.
intermedia bulundugunu belirtmislerdir (69). Bu ¢alismada kronik periodontitisli
bireylerin % 43’tinde P. intermedia varligi tespit edilmistir. Ancak saglikli
bireylerin hi¢ birinde P. intermedia bulunamamustir.

Bir¢ok ¢alismada T. forsythia’nin kronik periodontitisli bireylerde,
periodontal olarak saglikli bireylerden ¢ok daha fazla miktarda bulundugu
bildirilmistir (64,67,69,70,75,86). Giiniimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalarda T.
forsythia’nin kronik periodontitisli bireylerde bulunma oran1 % 46-100 arasinda,
periodontal olarak saglikli bireylerde bulunma orani ise % 5-73 arasinda olarak
tespit edilmistir (67,73,78,79,84,85,86). Bu c¢alismada kronik periodontitisli
bireylerin % 94’tinde T. forsythia varlig1 tespit edilmistir. Saglikli bireylerin ise %
3’linde T. forsythia’ya rastlanmistir. Bulgularimiz literatiirlerle uyumludur.

Kronik periodontitisin en kuvvetli patojenlerinden birisi olan T.
denticola’nin hastalikli bireylerde saglikli bireylerden anlamli derecede fazla

bulundugu ¢alismalarda belirtilmistir (74,78,80). Bu ¢alismada T. denticola’ nin

50



kronik periodontitisli bireylerde periodontal olarak saglikli bireylerden fazla
bulundugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.

Son zamanlarda yapilan bir¢cok calismada molekiiler teknikler kullanilmig
ve E. nodatum’un periodontitis ile iliskili oldugu bulunmustur. Moore ve Moore,
E. nodatum’un saglikli ve gingivitisli bireylerde hi¢ bulunmadigimi veya diisiik
miktarda bulundugunu ancak periodontitisli bireylerde ise fazlaca bulundugunu
bildirmislerdir (87). Booth ve arkadaslar1 da E. nodatum’un hastalikli bireylerde
kontrol bireylerinden anlamli oranda fazla bulundugunu bildirmistir (88). Bu
calismada da literatiirleri destekleyici olarak periodontal olarak saglikli bireylerde
E. nodatum hi¢ bulunmazken, kronik periodontitisli bireylerde E. nodatum varligi
gbzlenmistir.

Haffajee ve arkadaslari, P .micra’ nin kronik periodontitisli bireylerde,
saglikli bireylere gore fazla bulundugunu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu belirtmislerdir (78), Winkelhoff da periodontal olarak saglikli ve kronik
periodontitisli  bireylerin  subgingival plak &rneklerini  Kkarsilagtirmis  ve
sagliklilarda % 67, hastaliklilarda da % 94 oraninda P. micra varligmi tespit
etmislerdir (69). Boutaga ve arkadaslar1 da 2005 yilinda kronik periodontitisli
bireylerden aldiklar1 259 subgingival plak 6rneginde P. micra varliginin % 97
oraninda oldugunu bulmuslardir (84). P. micra kronik periodontitisle orta
derecede iliskilidir. Bu ¢alismada kronik periodontitisli bireylerde P. micra % 56
oraninda tespit edilmistir. Saglikli bireylerde ise P. micra’ya rastlanmamustir.

Bir diger patojen olan C. rectus bir¢ok arastirmaci tarafindan kronik
periodontitisli  bireylerde c¢alisilmis olup kronik periodontitisli  bireylerin

subgingival plak orneklerinde % 17-30 arasinda dagilim gosterdigi belirtilmistir
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(69,75,85). Winkelhoff ve Haffajee, periodontal olarak saglikli bireylerde de bu
mikroorganizmanin oldugunu ancak kronik periodontitisli bireylerle arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigini bildirmislerdir (69,78). Bu
calismada % 78 oraninda C. rectus varligi tespit edilmistir. Farkli
popiilasyonlarla yapilan ¢alismalarda mikroorganizma dagilimimnin popiilasyonlar
arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (75,84,89). Sonuglarin literatiirlerden
farkli cikmasinin bununla ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismada inceledigimiz mikroorganizmalardan biri olan F. nucleatum’
un, diger arastirmacilar tarafindan incelendigi ¢alismalarda, kronik periodontitisli
bireylerde % 79-98 arasinda dagilim gosterdigi bulunmustur (69,84,87,91).
Winkelhoff ve arkadaslar1 F. nucleatum’un kronik periodontitislilerde saglikli
bireylerden fazla bulundugunu ancak farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini
bildirmiglerdir (69). Bu ¢alismada ise F. nucleatum’ a kronik periodontitisli
bireylerin % 94’linde, saglikli bireylerin ise % 54’ iinde rastlanmistir. F.
nucleatum subgingival mikrobiyatanin bir elamani oldugu i¢in saglikli bireylerde
de goriilebilecegi diisiincesindeyiz.

Haffajee ve arkadaslari, E. corrodens’in kronik periodontitisli bireylerde
sagliklilardan fazla bulundugunu ancak farkin anlamli olmadigimi belirtmislerdir
(78). Bu ¢alismada E. corrodens’ e, kronik periodontitisli bireylerin % 56’ sinda
saglikli bireylerin ise % 3’ {inde rastlanmistir. Saglikli bireyler ile kronik
periodontitisli bireyler arasinda istatistiksel farkin anlamli oldugu tespit edilmistir.

Capnocytophaga tiirlerinin periodontal patojen oldugu ¢alismalarda
bildirilmistir (82,87,92). 2008 yilinda Atatiirk Univeritesi’ nde yapilan bir

caligmada kronik periodontitisli bireylerin % 60 ‘inda Capnocytophaga tiirlerine
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rastlanmistir (93). Bu ¢alismada Capnocytophaga tiirleri, kronik periodontitisli
bireylerde % 86, saglikli bireylerde ise % 15 oraninda tespit edilmistir.

Bir bakteri tiiriiniin periodontal patojen olarak tanimlanabilmesi igin
periodontitisli bireylerin ¢ogunda ve periodontal yikim olmayan bireylerde de
nadir de olsa bulunmasi gerekmektedir (69). Periodontal patojenlerin periodontal
saglikl1 bireylerde de bulundugu bildirilmistir. 2009 yilinda Eres ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir calismada, PCR yontemiyle 7 periodontopatojen
mikroorganizma arastirilmistir. Gingivitisli hamile kadinlarin lezyonlarinda C.
rectus, T. forsythia, T. denticola saglikli bolgelere gore daha yiiksek oranda
bulunmustur. Hamile kadinlarda kontrol grubuna gore gingivitisli bolgelerde P.
intermedia ve P. gingivalis goriilme sikligi yiiksek bulunurken, A.
actinomycetemcomitans disiik bulunmustur. Saglikli bolgelerde P. intermedia ve
P. gingivalis goriilme sikligi kontrol grubuna oranla daha yiiksek bulunmustur. A.
actinomycetemcomitans test grubunda kontrol grubuna oranla daha yiiksek
bulunmustur ~ (97).  Winkelhoff  periodontal  patojenler  olan, A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, B. forsythus, F. nucleatum
ve P. micra’ nin kontrol grubundaki bireylerde de bulundugunu bildirmistir (69).
Jervoe-Storm ve arkadaslar1 subgingival plak oOrneklerinde F. nucleatum, P.
gingivalis, P. intermedia ve T. forsythia bakterilerinin saptanmasinda gergek
zamanli PZR analizi ile kiiltiir yontemini karsilagtirmistir. Kiiltlir yonteminin
anaerobik bakterilerin saptanmasi, 6rnek alimi sirasinda bakterilerin canliliginin
korunmasi ve bakteri sayilarinin belirlenmesi gibi bazi1 siirlart ve zorluklar
oldugu, buna karsin PCR analizinin bu durumlarda daha basarili bulundugunu

belirtmislerdir (98). Tomazinho ve arkadaslari ise kronik endodontik lezyonu olan
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dislerde kok kanalindan elde ettikleri 6rneklerde P. gingivalis, P. endodontalis, P.
intermedia, ve P. nigrescens bakterilerinin varligim1 saptamada PCR ile kiiltiir
yontemini karsilastirmiglar ve kiiltiir yonteminin canli olmayan ya da sayica az
olan bakterileri saptamada yeterli olmadigin1 gostermislerdir (99). Imbronito ve
arkadaglar1 kronik periodontitis, generalize agresif periodontitis ve gingivitisli
hastalarda subgingival plakta gesitli bakteri ve viriis tiirleri arasindaki farkliliklari
arastirmiglar, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia’nin her iki periodontitis grubunda da gingivitis grubuna gore daha fazla
oldugunu, ayrica A. actinomycetemcomitans’in generalize agresif periodontitis
grubunda kronik periodontitis grubuna gore daha fazla bulundugunu
gostermiglerdir (100).

Sonu¢ olarak bu c¢alismada; PCR-Ters hibridizasyon yontemi ile
incelemeye aldigimiz bakteri tiirleri periodontitisli bireylerin ¢ogunda ve
periodontal yikim olmayan bireylerde de belli oranlarda goézlemlendi. Bu
ozellikleriyle degerlendirmeye alinan tiim mikroorganizmalar periodontal patojen
mikroorganizmalardir. GI, PI ve SD degerleri, hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli farkliliklar gostermistir. Kronik periodontitisli bireylerde en fazla bulunan
bakteriler % 94 T. forsythia, % 94 F. nucleatum, % 86 Capnocytophaga ve % 78
C. rectus olarak belirlenmistir. 11 periodontal patojen mikroorganizmadan 4’iine (
P. micra, F. nucleatum, E. nodatum ve C sp) kontrol grubunda da rastlanmistir.
Fark istatistiksel ac¢idan anlamli bulunmustur. PCR-Ters hibridizasyon
yontemiyle, 11 periodontopatojen mikroorganizmanin belirlenmesi, ayni1 giin

igerisinde basaril1 bir sekilde gerceklestirilmistir.
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Bundan sonra yapilacak olan calismalarda, agiz i¢i anaerob bakterilerin
belirlenmesinde zaman alici ve kesin sonu¢ vermeyen yontemlerin kullanilmasi
yerine, dogru sonuglara ¢ok kisa siirede ulasilabilecek PCR-Ters hibridizasyon

yonteminin kullanilmasi uygun goriilmektedir.
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10. EKLER
Ek-1
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu:
Hasta/Goniilliiniin Protokol Numarasi:
1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:
a) Arastirmanin Adi:
Kronik Periodontitisli Hastalarda Anaerob Bakteriyel Etkenlerin Molekiiler
Yontemler Kullanilarak Belirlenmesi
b) Arastirmanin I¢erigi:

Elazig Dis Hastanesine bagvuran kronik periodontitisli hastalardan toplanacak
orneklerden, kiiltiir ve molekiiler yontemler kullanilarak anaerob bakteriyel
etkenlerin varlig1 arastirilacaktir.

C) Arastirmanin Amaci:

Bu c¢aligmada; kronik periodontitisli bireylerde anaerob bakteriyel etkenlerin
dagilimimi, molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmesi ve bu gruptaki
anaerob bakteri siklig1 ile, kronik periodontitisin seyrini belirlemede 6nemli olan,
plak indeks’i (PI), gingival indeks (GI) ve sondalama derinligi (SD) gibi
parametreler arasinda bir iliski olup olmadiginin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

d) Arastirmanin Niteligi: Tez ¢calismasi, Laboratuvar.
e) Arastirmanin Ongériilen Siiresi: Bir yil.

f) Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Goniillii Sayisi: 70 (yetmis) goniillii
Kisi.
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2. Goniilliiniin  Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizhiklar:

Hastalardan o6rnekler alinmadan oOnce, hastalarin agizlarmmi 30 sn kadar
klorhexidine ile yikamalar1 istenecektir. Ornek almada kullanilan paper pointler
dis hekimleri tarafindan periodontal ceplere yerlestirilecek, krevikular siviyi
emmesi i¢in 30 sn bekletilecektir. Yapacagimiz islem hastalara hicbir rahatsizlik
ve agr1 vermeyecektir.

3. Goniilliiler Icin Arastirmadan Beklenen Tibbi Yarar:

Diseti hastaliklari, toplumumuzda ve diger gelismekte olan iilkelerde
olduk¢a yaygin goriilen genel bir sorundur. Bu hastaliklara neden olan bakteriler
arastirilarak, ciiriiklerin engellenmesi ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi bu
sorunu ¢ozebilir. Tedavi stratejilerini  gelistirebilmek, riskleri ortadan
kaldirabilmek i¢in mikrobiyolojik incelemeler yapilmalidir.

4. Arastirmaya Secenek Olan Girisimler ya da Tedaviler Konusunda
Bilgilendirilme:
Yukaridaki arasgtirmada uygulanacak tetkik ve tedaviye yonelik girisimler
disinda hastaligimla ilgili baska uygun yontemlerin var oldugunu, ancak bu
arastirmada uygulanmayacagini 6grendim. Eger yukaridaki c¢alismaya katilmay1
kabul etmezsem so6zii edilen Gteki tedavileri alma hakkina sahip oldugumun
bilincindeyim.
5. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile bir
hasta olarak haklarim konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisilerle

baglant1 kurmam yeterli olacaktir:
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Adi- Soyadi Telefon

6.Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim
hizmetleri i¢in benden ya da bagl bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan
higbir iicret istenmeyecektir.

7. Goniilliiliik, Calismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki,

Calismadan Cikarilma:

a) Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak

katiliyorum.
b) Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

€) Sorumlu aragtirmaci/hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce
gostermeksizin istedigim anda bu c¢alismadan ¢ekilebilecegimin
bilincindeyim. Bu c¢aligmaya katilmayr reddetmem ya da sonradan
cekilmem halinde higbir sorumluluk altina girmedigimi ve bu durumun
simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi hic¢bir bigimde

etkilemeyecegini biliyorum.

d) Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci/hekim ya da destekleyen kurulus,
caligma programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya
da almakta oldugum tibbi bakimin kalitesini yiikseltmek amaciyla, benim

onayimi almadan beni ¢alisma kapsamindan ¢ikarabilir.
8. Gizlilik:

Calismanin sonuglart bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir.

Ancak, butiir durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.
9.Calismaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve arastirmadan Once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” adli metni kendi

anadilimde okudum ya da bana okunmasimi sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve
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anlami, yazili ve sozlii olarak agiklandi. Aklima gelen biitiin sorulart sorma
olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim
ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, higbir yasal hakkimdan vazge¢mis
olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama

olmaksizin goniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Bu metnin imzali bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin: Goriisme Tamgmmn:  Aciklamalart Yapan Aragtirmacinin:
Ad1 Soyadu: Ad1 Soyadu: Ad1 Soyadu:

Adres: Adres: Adres:

Telefon: Telefon: Telefon:

imza: Imza: Imza:

Tarih: Tarih: Tarih:
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Ek-2

DiS PLAKLARININ MIiKROBIiYAL ANALIZI YAPILAN HASTALARA
AIT BILGI FORMU

Tarih :

Hasta Adi-Soyadi: Cinsiyet ve Yas:
Sosyoekonomik durumu:

Beslenme egilimi:

Sigara kullaniyor mu:

Alkol kullantyor mu:

Herhangi bir sistemik rahatsizlig1 ( kalp, diabet vs.) var mt:

Agiz bakim aligkanligi:

Yapilan operasyon:

Dis kayb1 var m1 (neden):

Ciirtik nedeniyle restore edilmis dis var mai:

Cirtk dis sayisi :

Dis eti kanamas1 var m1 :
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