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KOK KANALLARINDA SIKLIKLA GORULEN UC MiIKROORGANIZMANIN
ELEKTRONIK BURUN SISTEMi KULLANILARAK SINIFLANDIRILMASI
Classification of Three Microorganism Species Frequently Seen in
Root Canals Using Electronic Nose System
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Ozet : Pulpa ve periradikiiler doku hastaliklarinin cogu
hem aerop hem de anaerop mikroorganizmalart iceren
karisitk bir mikroflora ile iligkilidir. Hekim tedavi ile ilgili
etkili bir yontem belirleyebilmek icin mikroorganizma
varligt ile endodontik hastalik arasindaki yakin iligkiyi
kavramalidir.

Endodontik enfeksiyonlardaki bakteri tiirlerini ortaya
ctkarmak  icin  kiiltir ve  molekiiler  metotlar
kullamilmaktadir. Son yularda molekiiler yontemlerdeki
gelismelere ragmen her iki metodun da bir takim
dezavantajlart  bulunmaktadir. Elektronik burun (EB)
terimi, insan koku duyusunu taklit edebilen bir elektronik
sistemi tanmumlar. Elektronik burun sistemleri tip alaninda
ve mikrobiyolojik arastirmalarda basariyla
kullanilmaktadir. Bu sistemlerinin en onemli ozelligi, koku
cesitlerini ¢cok kisa bir siire icerisinde insan burnundaki
hassasiyet derecesinde algilayp ayrigtirabilmesi ve
sonucu objektif olarak sunmasidir. Bu ¢alismada, kok
kanal enfeksiyonlarinda stklikla goriilen li¢
mikroorganizma tiiriiniin saf kiiltiiriinden elektronik burun
sistemi kullanilarak koku verileri alinmuigtir. Bu veriler
Ayirma Analizi (AA) metotlari kullamilarak
smiflandirilmsg, smniflandirma isleminde lineer,
Mabhalanobis ve ikinci dereceden fonksiyonlar (quadratic)
olmak iizere 3 ayrt metodun performanst incelenmigtir.
Mahalanobis ve ikinci dereceden fonksiyonlar kullanarak
gerceklestirilen AA ile simiflandirmada % 100 basar: elde
edilmigtir. Bu ¢alisma ile EB cihazimin, mikroorganizma

stispansiyonlarimin  smiflandiriimasindaki  kullaninu
aragtirilmstir.
Anahtar kelimeler:  Elektronik burun, kok kanal

enfeksiyonu, mikrobiyoloji, bakteri, mantar

Summary: Most diseases of pulp and periradicular
tissues are associated with mixed microflora including
both aerobic and anaerobic microorganisms. Clinicians
must understand the close relationship between the
presence of microorganisms and endodontic disease
process to determine an effective procedure with respect
to the treatment. Culture and molecular methods are
used to detect bacterial species in root canal infections.
Despite the advances in molecular methods recently, both
the culture and the molecular methods have several
disadvantages. The term electronic nose describes an
electronic system that is able to mimic the human sense of
smell. Electronic nose systems have already been used
with success in the medical science and microbiological
research. The most important property of electronic nose
systems is the ability to detect different odour types in a
short period of time with almost sensivity of human nose.
Furthermore, the result of process using electronic nose
system is objective. In this study, odour data was taken by
using an electronic nose equipment from pure cultures of
three microorganisms which are frequently seen in root
canal infections.These datas were classified using
Discriminant  Analysis (DA) and investigated the
performance of several subtypes of DA algorithm namely
linear, Mahalanobis and quadratic. The success rate
acquired from the classification using Mahalonobis and
quadratic approach of DA was 100%. In this study, the
use of electronic nose in the classifacation of
microorganism suspensions was investigated.

Keywords: Electronic nose, root canal infection,
microbiology, bacteria, fungi
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Pulpa patolojilerinin ve periapikal lezyonlarin bi-
rincil etiyolojik nedeni mikroorganizmalardir (1,
2). Agiz kavitesinden 300’den fazla bakteri tiirii-
niin kiiltiirii yapilabilirken, kok kanal enfeksiyonla-
rinda sadece sinirl sayida bakteri tiirti izole edil-
mektedir (3). Bu mikroorganizmalardan en sik go-
rillenler:  Streptococcus, Fusobacterium,
Prevotella, Porphyromonas, Eubacterium,
Peptostreptococcus, Bacteroides, ve Lactobacillus
tirleridir (3, 4). Yapilan arastirmalarda, enfekte
kok kanallarinda zorunlu anaeroplarin baskin mik-
roorganizmalar olduklari, Enterecoccus faecalis
gibi fakiiltatif anaerop bakteriler ve ayrica cesitli
maya hiicrelerinin de bulundugu bildirilmistir (5,
6).

Hastalik siirecine dahil olan mikroorganizmalarin
hizli ve dogru olarak belirlenmesi, yalmzca etkili
bir antimikrobiyal tedavi i¢in degil ayni1 zamanda
hastaligin baglayis ve ilerleyisini kavramak icin de
gereklidir. Patojen mikroorganizmalarin belirlen-
mesinde kiiltiir yapilmakta ve son yillarda da mole-
kiiler tekniklerden sikca faydalamlmaktadir (7).
Ancak olduk¢a pahali ve zahmetli yontemler olma-
larindan dolay1 hem Kkiiltiir yontemleri hem de mo-
lekiiler yontemler klinikte rutin olarak kullanilma-
maktadir.

Kimyasal sensor sistemlerindeki ve teknolojideki
ilerlemelere bagli olarak son yillarda gelistirilmis
olan EB sistemleri tip, gida, cevre vb. pek cok
alanda hizli ve basit koku analizini miimkiin kil-
makta ve bu sistemlerin mikroorganizmalarin tes-
piti ve siniflandirmasinda kullanilabilecegi diisii-
niilmektedir (8). EB cihazlari, kokularin ve ucucu
organik bilesiklerin analizinde kullanilmaktadir.
Bu cihazlar bir dizi kimyasal sensor icermektedir-
ler. Kimyasal sensorler, “kimyasal algilama yiize-
yi” ve “kimyasal etkilesimi elektriksel isarete do-
niistiirme birimi” olmak iizere iki kisimdir (9).

EB sistemleri tip alaninda; bosaltim sistemi enfek-
siyonlarinin algilanmasinda (10), nefes 6rneklerin-
den solunum enfeksiyonlarinin tespitinde (11),
akciger kanserinin teshisinde (12), bobrek hastaligi
teshisinde (13) kullanilmastir.
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Ayrica, kulak-burun-bogaz ve goz enfeksiyonlarina
sebep olan bakterilerin siiflandirilmasinda (14,
15) ve kulak-burun-bogaz enfeksiyonunun klinik
olarak teshisinde (16), hastane ortamindaki
Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinin tespitinde
(17), mikroorganizmalarin  siniflandirilmasinda
(18), koliform bakterilerin algilanmasi ve ayirt
edilmesinde (19), anaerop bakterilerin ayirt edilme-
sinde (20) kullanilmistir.

Bu ¢alismanin amaci kok kanalinda siklikla gorii-
len mikroorganizmalardan E. faecalis,
Porphyromonas gingivalis ve Candida albicans’in
elektronik burun sistemi kullanilarak siniflandiril-
masidir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada 2 bakteri (E. faecalis, P. gingivalis)
ve 1 maya (C. albicans) olmak iizere toplam 3 mik-
roorganizma susu kullanildi. C. albicans, E.
faecalis ve P. gingivalis, ATCC (American Type
Culture Collection)’den elde edilen standart
suglardir. Calisilan mikroorganizma tiirleri, lireme
ortamlari, ekim yapilan besiyerleri, inkiibasyon
kosullart ve standart sus numaralar1 Tablo I’de
verilmigtir. Kiiltiirde iiretilen mikroorganizmalarin
tirbidometre cihaz1 (BD, PhoenixSpec,
Nephelometer, USA) kullanilarak 4 ml serum fiz-
yolojik iceren agzi kapakli steril cam tiiplerde, 4
McFarland (12x10® cfu/ml) standart bulaniklikta
stispansiyonlar1 hazirlandi.

Mikroorganizma kiiltiirlerinin kokularina gore si-
niflandirilmasinda Cyranose 320 (Smiths
Detection, Hertfordshire, UK) adl1 EB cihaz1 kulla-
nild1. Tasmabilir boyutlara sahip olan bu cihaz, 32
adet karbon-polimer sensdr icermektedir. Bu
sensorler kokuya maruz kaldiklarinda direng deger-
lerinde degisim meydana gelmektedir. Sensorlerin
diren¢ degerleri, gercek zamanl olarak bilgisayara
aktarildi. EB cihaz ile koku verileri alinmaya bag-
lamadan 6nce, her numune (cam tiip) kapag: agila-
rak 5 dakika agz kilitli bir naylon torbada bekletil-
di. Daha sonra EB cihazinin probu torba igerisine
gecirilerek verilerin alinmasina baslandi. Mikroor-
ganizmalarin kokularinin karigmasi olasiligina kar-
st her bir mikroorganizma tiirii farkli glinlerde ¢ali-
sildi.
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Tablo I. Calisilan mikroorganizma tiirleri ve 6zellikleri

Grup Mikroorganizma  Tiirii

no

1 C. albicans Maya Aerop

2 P. gingivalis Gr (-) Anaerop
Bakteri

3 E. faecalis Gr (+) Fakiiltatif
Bakteri anaerop

Ureme ortamm

Kiiltiir Inkiibasyon Standart
besiyerleri kosullar: Sus No
Sabouraud 24-48 saat ATCC

dextrose agar 37°C 90028
Non-selektif 4-6 giin ATCC
anaerop besiyeri 37°C 33277
Kanli agar 24 saat ATCC
37°C 29212

Veri seti; 3 farkli mikroorganizmanin kiiltiir numu-
neleri ile saf serum fizyolojikli (SF) bir numunenin
koku verilerini icermektedir. Her numuneden 5
koku verisi (sample) alinarak, toplam 20 koku veri-
si iizerinde c¢aligildi. Veriler alinirken EB cihazinin
tiim sensorleri (32 sensor) aktif halde tutuldu. Bir
koku verisinin alimi toplam 40 saniye siirdii. Bu-
nun ilk 10 saniyesinde cihaz sensorlerini ortam
havasi ile temizledi, sonraki 20 saniye boyunca
numunenin kokusunu ald1 ve son 10 saniyede de
tekrar sensorlerini ortam havast ile temizledi.
Her bir koku verisine sensor modeli uygulanarak,
her koku verisinin bir vektdr matris halinde temsil
edilmesi saglandi. Bu sensér modeli; sensorlerin
maksimum ve minimum diren¢ degerleri
arasindaki farkin, minimum diren¢ degerine

(R, R ) orani ile elde edildi. Asagidaki

ifadelerde bulunan x;; i=1,2,3,..,20 olmak iizere
sensor modeli uygulanmig her bir koku verisini
temsil etmektedir.

_ max min min .
X = (R\amp[e_R\amp[e)/ R ampie i=123,..20

Sensor modeli uygulanmis olan koku veri setinin
ornek sayisi (n=20) ozellik sayisina (d=32) gore
fazla oldugu icin Temel Bilesenler Analizi
(Principal Component Analysis - TBA) uygulana-
rak, simiflandiricida ilk 3 temel bilesen goz Oniine
alind1.

Koku verilerinin siniflandirilmasinda Ayirma Ana-
lizi (Discriminant Analysis - AA), kullanildi. AA
veri setindeki degiskenlerin k sayida gruba ayril-
masini saglayan ve veri setini olusturan birimlerin
gercek gruplarina, siniflarina optimal diizeyde
atanmalarim1 saglayacak fonksiyonlar tiireten bir
yontemdir (21).

BULGULAR

Veri seti; 3 farkli mikroorganizmanin kiiltiir numu-
neleri ile saf SF’li bir numunenin koku verilerini
icermektedir. Sekil 1’de C. albicans’a ait 12x10°
cfu/ml yogunluktaki numuneden alinan ilk koku
verisinin, en fazla diren¢ degisimi gosteren 3
sensoriin zamana bagl diren¢ degisim grafigi go-
rillmektedir. Sekil 2’de ise koku verilerinin TBA
uygulandiktan sonraki ilk iki bilesene gore dagilimi
goriilmektedir.

AA kullanilarak veri setleri 4 gruba simiflandirildi.
AA ile siniflandirma isleminde lineer, Mahalanobis
ve ikinci dereceden fonksiyonlar (quadratic) olmak
iizere 3 ayr1 yontem kullanildi. Bu yontemlere go-
re, veri setinin ylizde olarak simiflandirma egitim
bagar1 oranlar1 Tablo II’de verilmistir. Bu tablodan
goriildiigi lizere, lineer yontemin haricindeki diger
iki yontem kullanilarak verilerin siniflandirilmasin-
da %100 basari elde edildi.
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Tablo II. Veri setinin AA ile 4 gruba siniflandirilmasindaki yiizde
olarak egitim bagar1 oranlar1

Yontem Smiflandirma basari oram
Lineer %90
Mahalanobis %100
Quadratic %100
0.03 T
— Sensor 5
= — Sensor 23
£ o002 —  Sensor 6
15}
3
[5)
'$ 0.01
©
]
(7]
C
(0]
(7]
o 0
E
=
©
x
S -0.01
o
©
IS
©
g 0021 ; : ) . .
o Ik temizleme Kokunun sensérlere ulagtigi kisim Son temizleme
kismi kismi
_003 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 85 40

Zaman (saniye)

Sekil 1. C. albicans’a ait bir numuneden alinan koku verisinin, en fazla degisim
gosteren 3 sensore gore grafigi
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Sekil 2. Koku verilerinin TBA uygulandiktan sonraki ilk iki bilesene gore grafigi.
(1: SF, 2: C. albicans, 3: P. gingivalis, 4: E. faecalis)

TARTISMA

Pulpa ve periradikiiler hastaliklara mikroorganiz-
malarin neden oldugu bilinmektedir (22, 23). Bu
mikroorganizmalarin dogru olarak belirlenmesi
tedavinin bagaris1 bakimindan énemlidir.

E. faecalis kok kanal basarisizliginda genellikle
yiiksek oranda bulunmakta ve kok kanalinda tek
mikroorganizma olarak veya floranin major
komponenti olarak yasayabilmektedir (24).

P. gingivalis, apseli disleri de kapsayan
semptomatik periradikiiler lezyonlarla iliskilendi-
rilmistir (25, 26).

C. albicans daha oOnce tedavi edilmemis enfekte
kok kanallarinda ya da tedavisi basarisiz olmus
vakalarin yer aldig1 cesitli ¢aligmalarda tespit edil-
mistir (27, 28).

Bu calismada kok kanalinda goriilen mikroorganiz-
malardan E. faecalis, P. gingivalis, C. albicans
geleneksel kiiltiir yontemleri ve molekiiler yontem-
lerden farkli olarak EB sistemi ile siniflandirilmis-
tir. EB, ne oldugu bilinmeyen gaz halindeki mad-
delerde bulunan kimyasallarin hizla tasnif edilmesi
icin gelistirilmis elektronik bir alettir. Bu alet,
“koklayabilen” ve farkli kokular i¢in farkli profiller
ortaya c¢ikaran sensor teknolojisine dayanir (29).

Giiniimiizde EB sistemleri, askeri alanda, uzay
aragtirmalarinda, gida, cevre saglig1 ve tip alaninda
kullanilmakla birlikte, son yillarda medikal teshis
alan1 bu sistem icin gelecek vadeden bir uygulama
alan1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Halen EB sistemi-
nin klinik uygulamalar1 ya da diger bir deyisle has-
taliklar1 teshis etme yetenegi konusunda biiyiik bir
merak vardir. Baz1 hastaliklar karakteristik koku-
larla iliskilendirilmistir, 6rnegin, diabet nefeste bir
aseton kokusuna neden olur ya da mide rahatsizlik-
lar1 agi1z kokusu ile iligkilendirilir. Akciger, karaci-
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ger ya da bagirsak kanserleri gibi diger hastaliklar
da karakteristik kokulara neden olurlar (12).

Kok kanal enfeksiyonlar:1 zorunlu ve fakiiltatif
anaerop bakterilerin baskin oldugu karigik ve
semispesifik enfeksiyonlardir (30). Enfekte kok
kanali ortalama 1-12 farkli tiir bakterinin bulundu-
gu polimikrobiyal bir floradan olusur (31). Bu c¢a-
ligmada endodontik patojen mikroorganizmalardan
2 bakteri (E. faecalis, P. gingivalis) ve 1 maya (C.
albicans) kullanildi. Bu mikroorganizmalardan E.
faecalis fakiiltatif anaerop, P. gingivalis anaerop
ve C. albicans aerop olup kok kanal enfeksiyonla-
rinin polimikrobiyal dogast ile uyumludur.

Calismanin in vitro yapilmasinin nedeni, bu konu-
da kok kanal patojenleri ile yapilmis ¢aligma bu-
lunmamasi ve elde edilen sonuglara gore ileride
yapilacak in vivo ¢aligmalara rehberlik etmesidir.
Ayrica ilk etapta hastaya ve ortama baglh faktorle-
rin elimine edilebilmesi i¢in kok kanal patojeni
oldugu bilinen mikroorganizmalar laboratuar orta-
minda test edilmistir.

Baz1 endodontik enfeksiyonlarda karsilagilan kotii
koku, arastiricinin subjektifligi nedeni ile ¢ok fazla
arastirilmamistir. Bu calismada endodontik patojen
mikroorganizmalardan ii¢ tanesinin kokular1 EB
sistemi ile objektif olarak test edilmistir.

Calismada biitiin mikroorganizmalar kendi iireme
sartlarina uygun besi yerlerinde iretildikten sonra,
EB sisteminde besi yerlerinin ¢esitliliginden kay-
naklanabilecek koku farklarini ortadan kaldirmak
ve standardizasyonu saglamak i¢in her bir mikroor-
ganizma serum fizyolojik iceren tiiplere inokule
edildi. Cesitli bakterilerin EB sistemi ile degerlen-
dirildigi benzer caligmalarda (15, 16, 32, 33) da
serum fizyolojik tercih edilmistir.

Bu calisma ile EB cihazinin, mikroorganizma siis-
pansiyonlarinin Mahalonobis ve quadratic yontem-
lerle smiflandirilmasinda %100 basart elde edil-
mistir. Veri setinin kii¢iikliigli yiiziinden bu calis-
mada test icin veri ayrilmamistir. Siniflandirma
basarisinin yiiksekligi bu ylizden fazla iyimser bir
sonug¢ olarak diisiiniilebilir. Bundan sonraki ¢alig-
malarda, veri setindeki 6rnek sayist artirilarak, bu
calismada iyi sonuclar elde edilen siniflandirma
yontemlerinin kullanilmasi diisiiniilmektedir.
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