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KOK KANALINDA SIKLIKLA GORULEN YEDi MiKROORGANIZMANIN
ELEKTRONIK BURUN SiSTEMi
KULLANILARAK SINIFLANDIRILMASI

OZET
Pulpa ve periradikiiler doku hastaliklarinin ¢ogu hem aerop hem de anaerop mikroorganizmalari
iceren karigik bir mikroflora ile iligkilidir. Hekim tedavi ile ilgili etkili bir yontem belirleyebilmek

icin mikroorganizma varlig1 ile endodontik hastalik arasindaki yakin iliskiyi kavramahdir.

Endodontik enfeksiyonlardaki bakteri tiirlerini ortaya ¢ikarmak i¢in kiiltiir ve molekiiler metotlar
kullanilmaktadir. Son yillarda molekiiler yontemlerdeki gelismelere ragmen her iki metodun da bir

takim dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Elektronik burun terimi, insan koku duyusunu taklit edebilen bir elektronik sistemi tanimlar.
Elektronik burun sistemleri tip alaninda ve mikrobiyolojik arastirmalarda basariyla
kullanilmaktadir. Bu sistemlerinin en 6nemli 6zelligi, koku cesitlerini cok kisa bir siire icerisinde
insan burnundaki hassasiyet derecesinde algilayip ayristirabilmesi ve sonucu objektif olarak

sunmasidir.

Bu caligmada, kok kanal enfeksiyonlarinda siklikla goriilen 7 mikroorganizma tiiriiniin elektronik

burun sistemi kullanarak tespiti degerlendirilmistir.

Calismada oOncelikle mikroorganizma siispansiyonlarinin koku verileri alinarak elektronik burun
sisteminin egitimi ve hangi analizlerin bir sonraki uygulamada kullanilacag: belirlenmis ardindan
hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlar1 ¢ekilmis disler icerisine inokule edildikten sonra koku

verileri alinarak siniflandirma yapilmigtir.

Elektronik burun sistemi ile uygun siniflandirma yontemi kullanilarak hangi tiir oldugu bilinmeyen

mikroorganizmalarin %80 basart ile siniflandirilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Elektronik burun, kok kanal enfeksiyonu, mikrobiyoloji, bakteri, mantar.



CLASSIFICATION OF SEVEN MICROORGANISM SPECIES FREQUENTLY SEEN IN
ROOT CANALS USING
ELECTRONIC NOSE SYSTEM

ABSTRACT
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.

The aim of this study was to detect 7 different microorganism species which are frequently seen in

root canal infections, using electronic nose instrument.

First obtaining the odour datas from the suspensions of microorganisms, the training of electronic
nose system and the analysis that would be used in the next application determined. The
suspensions of microorganisms were inoculated to the extracted teeth and then the odour datas

were obtained and classified.

Using the proper classification method, the unknown microorganism species could be classified

with 80% accuracy.

Keywords: Electronic nose, root canal infection, microbiology, bacteria, fungi.



VI

ICINDEKILER
Sayfa no
O KAPAK. oot ee e I
KABUL VE ONAY SAYFAST ......oooviiieeeeeeseeeeeeeeeeeee e sessess oo ssss s sssassssssssssssssnsenns Il
TESEKKUR ..ottt sttt aneee e sn e I
OZET oottt e e v
ABSTRACT ..ot ese s sse s ssse s eessssssnsssenes \Y%
ICINDEKILER...........ooiviuieiieeeeeeee e sassss s ssa s sassassasesssassasssseassessannanes VI
TABLO VE SEKIL LISTES.......ovuiveioieieee oo sessese e sesssss s ss s VIII
KISALTMALAR .......oooiieoeeeeeeeee e eeeeee s s s seeess s s ss s ssses s ssasssssssnsans X
L.GIRIS VE AMAC ...t sssssss s ssase s ssass s 1
2.GENEL BILGILER ......ooooiioieieereee ettt 3
2.1 KOK KANAL ENFEKSIYONLARININ MiKROBIYOLOJISI .......ccocevveirrrne. 3
2.1.1. Mikroorganizmalarin Pulpaya Ulasma Yollart.........ccccceeevereneninieneereeieneene. 4
2.2. KOK KANALI PATOJENLERI .......coooiiiiieceeeee e 5
2.3. KOK KANALINDAKI MIKROBIYAL EKOSISTEM ........coocovvvrrrneenreeserenrennnnn. 9
AT QAN 1 F:T3 (o) 031 Q@ 1 7:1 1 4 WP 9
2.3.2 Mikroorganizmalar Arast EtKilesim ...........cccoeeoinnirnncrnnennnecnnccnecns 10
2.3.3 BeSin MEVCUAIYELL....c.cvveueireeeeineeieirieiceieeiteet ettt sttt eesaenenens 11
2.4. ENDODONTIK ENFEKSIYONLARDA BAKTERIYEL PATOJENITE.............. 13
2.4.1. Mikrobiyal Viriilans FaKtorler..........ccoeveverireriinieieieieeeeeeeeee e 14
2.5 CALISMAYA DAHIL EDILEN PATOJENLER.........cc.cooooiiriveriereree e 17
251 E. fACCALIS ..ottt ettt st st sae et nnens 18
2.5.2 8. SANGUITLIS ...ttt ettt et et sttt 18
253 F FUCICATUIM ...t e et eaae e eeaaee e eaeaeenn 19
254 P. GINGIVALLS .ottt st sttt 19
2.5.5. P. QLACTOIIIYCUS ..ottt sttt 20
2.5.0 C. AQIDICANS ..o eeeeee e et e e e e e et e esteeeeveeestesesseenssseteeenneaan 20

2.5.7. C. GIADTAIA .ottt sttt st sttt aenans 21



vl

2. 6. ORAL MIKROORGANIZMALARI BELIRLEME YONTEMLERI................... 21
2.6, 1 KUIHT YONEEMICTT tveeoveiereieniieeeiieeieeeteeeeteeere et eeteeeeaeeeeveeeeveeereeeaeeesesenreeenneeen 21

2. 6.2 Faz-kontrast ve Karanlik Alan Mikroskopisi .........ccecceeevevenenenieneeeeieneene 22

2. 6.3 Immiinolojik Yontemler ve Enzimatik TeKniKIer ..........cccocovveererverrerernnns. 22

2.6.4 MOIEKUIET YONIEIMIET .......ooivviiieiiieieieeeeeeeteeeeeeetee ettt ae e enreeenae s 22

2.7. KOKU OLCUMU, ELEKTRONIK BURUN SISTEMLERI ...........ccccovvvrrrrrnnnne. 23
2.7. 1. EB Sisteminin Uygulama Alanlart..........cccoeecvvernnercnnencneecnnecnneeens 25
3.GEREC VE YONTEMLER .........ocoovumioimeeeeeeiseeeeseeessseesseeeseesssesssesesssssesssssssss s sesenan 29
3. 1. KOKU VERILERININ ALINMASI VE EB SISTEMININ EGITIMI................. 29
3.2. DISLERIN HAZIRLANMASI VE KOKU VERILERININ ALINMASI .............. 36
ABULGULAR .....oosvoiivieeeeee e eeesee s sss s sasee s sss s s s ssssssssssssnsssnnes 43
5. TARTISMA VE SONUC .......ooovuiieieeeeeeeiessessssessssseessssssssss s sssssssssssssssssssssnsenns 52
G KAYNAKLAR ......ooovoiveeeeeeeeeeee e see oo es s es s sases s ssanssssesnseas 62

OZGECMIS



Tablo 2.
Tablo 2.
Tablo 2.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 4.

Tablo 4.

Tablo 4.

Tablo 4.

Tablo 4.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.

Sekil 3.
Sekil 3.

A

N

Sekil 3. 9.

A L L

VIII

TABLO VE SEKIL LiSTESi
Sayfa no
Kok kanal enfeksiyonlarinda siklikla goriilen mikroorganizma tiirleri................. 6
EB sisteminde insan burnu yerini alan elemanlar...........c.cccoeveeveeennennnccnnnn 25
Oral kavitedeki ucucu organik bile§ikIer..........cccoeevneevnnennncnnncnrcccnes 27
Oral kavitede ucucu siilfiir bilesikleri iireten bakteriler .............ccccoveevrccnennee. 28
Calisilan mikroorganizma tiirleri ve 6zelliKIeri ........coocevevnerenncccnnccnnccncneenes 30
Koku verilerine uygulanan 9 ayr1 6n igleme metodu...........ccccoveeervrccnnccncnnene. 36

Veri setlerinin AA ile 7 gruba siniflandirilmasindaki egitim hata oranlan (%) .44

Farkl konsantrasyondaki numunelere ait veri setlerinin AA ile 7
mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki egitim hata oranlart (%).......... 46

Farkli konsantrasyondaki numunelere ait veri setlerinin DVM ile 7
mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki egitim hata oranlari (%).......... 47

Veri setlerinin AA ile 5 mikroorganizma grubuna smiflandirilmasindaki
egitim ve test siniflandirma hata oranlart (%).......c.cccoeveeevnecnncncnnccnnccnenenes 48

Veri setlerinin DVM ile 5 mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki
egitim ve test siniflandirma hata oranlart (%)......cccceceeveeeeeeieienienieneseeeeeeeeneas 49

Test verilerinin DVM(1-1) ile 5 mikroorganizma grubuna siiflandirilmasindaki
farkli 6znitelik (feature) sayilarina gére minimum siniflandirma

hata Oranlars (%0) .......coceeveeeeeieieeeeeese ettt ettt ettt et 50
Memeli burnu ile EB arasindaki benzerlikIer ............cccoeveeneeinicnnncnnnccnnnn 24
TUrDIAOMELIE CINAZI.....c.cveviirecieintciiiric ettt 31
Kiiltiirde tiretilen C. albicans’in SDA ‘daki gortintiisii.........cccovveeevrecnncrcncnnnes 31
Kiiltiirde tiretilen E. faecalis’in kanli agardaki gortintiisii ..........cccevvveevrececncnnenee 32
Kiiltiirde tiretilen P. gingivalis’in non-selektif besi yerindeki goriintiisii........... 32
Cyranose 320 EB CINAZI ......ccoviiuiiniiiiiicinccccecccs e 33
C. albicans a ait bir numuneden alinan ilk koku verisinin, en fazla

degisim gosteren 3 sensore gore Erafifi......ccocoveerneerinniecnnecrneenseeeneenes 34
Hazirlanan numunelerin eppendorf tiipler icerisindeki goriintiisii ...........o.c....... 37
EB cihaziyla koku verisi alma ilemi ......ccoccoevveveoineieinncnneencccnncceecene 38

Mikroorganizma numunelerinin sicaklik degisimleri.........cccocccvveeinncncninccnnn 39



IX

KISALTMALAR
AA : Ayirma analizi (Discriminant analysis)
ATCC : American Type Culture Collection
BANA-test : Benzoyl-DL-Arginine-Naphthylamide Testi
CFU : Colony forming units
CpG : CG (sitozin, guanin) diniikleotidi
DNA : Deoksiriboniikleik asit
DSMZ : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DVM : Destek vektor makineleri (Support Vector Machines)
EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit
Eh : Oksido- rediiksiyon potansiyeli
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EN : Elektronik burun
fMLP :N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine
IL : Interlokin
LPS : Lipopolisakkarit
LTA : Lipoteioik asit
NaCl : Sodyum kloriir
NaOCl : Sodyum hipoklorit
PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit
PZR : Polimerize zincir reaksiyonu
quad : Quadratic (ikinci dereceden fonksiyonlar)
RBF : Radyal Tabanh Fonksiyon Ag1 (Radial Basis Function)
RSKK : Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
RT-PZR : Real time polimeraz zincir reaksiyonu
SDA : Saboraud dekstroz agar
SEM : Taramali elektron mikroskobu

TNF-o : Timor nekroz faktor- alfa



1.GIRIS VE AMAC

Pulpa ve periradikiiler doku hastaliklarinin cogu hem aerop hem de anaerop
mikroorganizmalar i¢eren karisik bir mikroflora ile iliskili olarak olusmaktadir.
Kok kanal tedavisi, mikroorganizmalari kok kanalindan miimkiin oldugunca
uzaklagtirmak ve iyi bir tikama saglayarak dentin kanallarinda kalan inatci
mikroorganizmalarin tekrar cogalip kok kanallarinda yeni bir enfeksiyon
baglatmasini1 engellemek amaciyla yapilir. Bununla beraber, kok kanallarinda
bulunabilen bu tiir mikroorganizmalarin varli§i, prognozu olumsuz yonde

etkileyebilmektedir.

Pulpa ve periradikiiler doku hastaliklarina sebep olan mikroorganizmalarin
belirlenmesi, tedavinin basaris1 agisindan ©Onem tasimaktadir. Kok kanal
enfeksiyonlarinin mikrobiyal igerigi genel olarak Kkiiltire dayali metotlarla
aragtinnlmaktadir. Kiiltiir disinda, mikroskopi, enzimatik teknikler, immunolojik
teknikler ve molekiiler teknikler de bu amacla kullanilmaktadir. Son yillarda
mikrobiyal patojenlerin arastirilmasinda molekiiler tekniklerin  kullanildig:
calismalar hiz kazanmistir. Ancak hem mikrobiyolojik kiiltiir hem de molekiiler

biyolojik metotlarin bazi dezavantajlart mevcuttur.
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Elektronik burun (EB) sistemi, insanin koku algilama sistemi temel alinarak
gelistirilmis bir cihazdir. Bu cihazin yapisinda, kokulart ve ucucu bilesenleri
algilayan bir sistem ile Oriintii tanima (pattern recognition) sistemleri bulunmaktadir.
EB sistemi, basit olarak bir sensor dizisi kullanarak karmasik kokulari sezer ve
birbirinden ayirt eder. Bir¢cok uygulama alani bulunan EB sistemi, tip alaninda
cesitli  hastaliklarmn  teshisinde,  mikroorganizmalarin ~ smiflandirilmasinda
kullanilmaktadir. Dis hekimliginde ise agiz kokusunun tespitinde ve enfekte kok

kanallar ile bakteriler arasindaki iligskinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Enfekte kok kanallarinda basarili bir tedavinin gerceklestirilebilmesi igin kok
kanalindan mikroorganizmalarin uzaklastirilmas1  zorunludur. Endodontik
hastaliklara neden olan patojenlerin tam olarak bilinmesi tedavi planlamasi
acisindan 6nem tagimaktadir. Hekimin etkili bir tedavi yontemi gelistirebilmesi,
mikroorganizma varli§i ile endodontik hastalik arasindaki yakin iligkiyi

kavramasina baghdir.

Bu calismanin amaci, endodontik enfeksiyon etkeni 7 mikroorganizmanin EB

sistemi yardimiyla siniflandirilmasinin arastiritlmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 KOK KANAL ENFEKSiYONLARININ MiKROBiYOLOJiSi

Mikroorganizmalar insan viicudunun tiim yiizeylerinde kolonize olmuslardir.
Kolonizasyon basit olarak, biyokimyasal ve fiziksel kosullar iiremek icin yeterli
oldugunda mikroorganizmalarin konaga yerlesip yasamasidir. Asil olarak 10" skaryotik
hiicreden olusmus insan viicudunun 10'* bakteri ihtiva ettigi tahmin edilmektedir (1).
Normal flora, mikroorganizmalarin simbiyotik olarak konak¢ida daimi kolonizasyonu
sonucu olusur. Ancak uygun kosullar saglandiginda normal oral flora iiyeleri, firsatci
patojen olabilirler. Firsat¢1 patojenler, pulpa ve periapikal dokular gibi viicudun steril
alanlarina ulastiklarinda hastaliga yol agar. Patojenik doku hasari, mikroorganizmalara
kars1 konak dokunun cevabini kapsar. Konak¢i bu durumda 6zgiil olmayan ve ozgiil

immiin cevapla karsilik verir (2).

Pulpa patolojilerinin ve periapikal lezyonlarin birincil etiyolojik nedeni
mikroorganizmalardir (3, 4). Oral mikrobiyolojinin babasi Miller, 1894 yilinda pulpa
hastaliginda bakterilerin varligini tespit eden ilk arastiricidir (4). Kakehashi ve ark. (5)
pulpa ve periradikiiler hastaliklara bakterilerin neden oldugunu kanitlayan klasik
calismayr 1965 yilinda yayinlamiglardir. Bu arastiricilar, germ-free farelerin oral

kaviteye acik pulpalarinda ve periradikiiler dokularinda patolojik degisikliklerin
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meydana gelmedigini, oysa agiz florasi ile kontamine olan fare grubunda pulpa nekrozu
ve periapikal lezyonlarin olustugunu tespit etmislerdir. Sonucta arastiricilar bir dokuda
mikrobiyal flora bulunmasmin veya bulunmamasinin, dokunun patolojik yikiminda
veya iyilesmesinde asil belirleyici faktor oldugu sonucuna varmislardir (5). Moller ve
ark. (6) 1981 yilinda maymunlar iizerinde yaptiklart ¢alismada, devitalize ettikleri
pulpalardan sadece bakterilerle enfekte edilenlerde periapikal bolgede lezyon

olustugunu bildirmislerdir.

Agiz kavitesinden 300°den fazla bakteri tiiriiniin kiiltiirii yapilabilirken, kok kanal
enfeksiyonlarinda sadece smirli sayida bakteri tiirli izole edilmektedir (7). Bu
mikroorganizmalardan en sik goriilenler: Streptococcus, Fusobacterium, Prevotella,
Porphyromonas, Eubacterium, Peptostreptococcus, Bacteroides, ve Lactobacillus
turleridir (7, 8). Enfekte kok kanalinda ortalama 1- 12 farkli tiir bakteri mevcuttur ve

CFU (Colony forming units) says1 10%- 10® arasindadir (9).
2.1.1. Mikroorganizmalarin Pulpaya Ulasma Yollan
Mikroorganizmalar kok kanal sistemine ¢esitli yollar ile ulasmaktadir.

Koronal Yol: Mikroorganizmalar pulpa bosluguna en c¢ok ciiriik yolu ile ulasirlar.
Bakteriler dentin tiibiillerine girer ve burada cogalirlar. Bakterilerin bircogunun ¢ap1 1
um den az iken, dentin tiibiil ¢aplar1 1- 4 um arasinda degisir. Mine ya da sement
tabakas1 yok olmugsa, mikroplar pulpaya acik tiibiillerden ulasabilirler. Saghkli bir
pulpa mikrobiyal invazyona kars1 direnglidir. Dentin tiibiillerindeki bakteri hareketi,
odontoblastlar, mineralize kristaller ve cesitli makromolekiiller tarafindan kisitlanir.
Bakteriler ve yan iiriinleri pulpa agilimi olmaksizin pulpayi indirekt olarak etkileyebilir.
Baz1 calismalarda acik dentin tiibiillerine komsu pulpada inflamatuar reaksiyon ispat
edilmistir (10, 11). inflamatuar reaksiyonlar pulpa nekrozu ile sonuclanabildigi halde,

biiyiik bir kismai iyileserek tamir olabilir (12).

Saglikli bir pulpa travma sonucu acildiginda, inflamasyon, nekroz ve bakteri
infiltrasyonunun 2 hafta sonra bile pulpanin ancak 2 mm igerisine ilerleyebildigi
gosterilmistir (13). Bunun aksine nekrotik bir pulpa hizla istila edilir. Odontoblastlarin
Olimiinii takiben bos dentin tiibiilleri, mikroplarmm pulpa bosluguna girisini
kolaylastirabilir (12). Mikroorganizmalar, restoratif islemler, travma ya da anormal dis

gelisimi sonucu pulpanin direkt a¢ildig1 durumlarda da pulpaya ulasabilirler (12).
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Retrograd Yol: Enfekte kok kanal sisteminden, tiibiiller, lateral ya da aksesuar
kanallar, furkasyon kanallar1 ve apikal foramina yoluyla ¢ikan irritanlarin etraftaki
atasman1 direkt olarak etkiledigine inamilmaktadir. Ancak periodontal hastaligin
dogrudan pulpal hastaliga neden olup olmadig ile ilgili tartismali goriisler mevcuttur
(14- 16). Sement dokusunun periodontal tedavi sirasinda kaldirilmasi, dentin tiibiillerini
agiz florasina acik hale getirir. Yapilan bir ¢calismada kok diizeltmesini takiben pulpa
iltihab1, acik dentin tiibiillerine bakteri penetrasyonu ve termal hassasiyet gosterilmistir
(17). Kobayashi ve ark. (18) ileri diizey periodontit hastalarinin kok kanallarindaki
bakteri ile periodontal ceplerindeki bakterileri karsilastirmislardir. Arastirmacilar, hem
periodontal alanda hem de pulpada bakteri mevcudiyeti durumunda, periodontal cep ya
da sulkusun, kok kanal enfeksiyonunda yer alan bakterinin kaynagi olduguna

inanmaktadir (18).

Anakorezis: Bakterilerin pulpaya diger bir gecis yolu olan anakorezis, mikroplarin, kan
ya da lenf yolu ile pulpitli bir dis gibi inflamasyonlu alana ulasmasidir. Brucella
abortus, streptokok ve stafilakok gibi bakterilerin kopeklere intraven6z olarak enjekte
edilerek, bu bakterilerin hastalikli periapikal bolgeden ve iltihaphi pulpa dokusundan
izole edildigini ileri siiren deneysel arastirma (19) sonuclarina karsin, bagka bir
arastirmada sistemik olarak enjekte edildiginde bakterileri, kedilerin doldurulmamis kok
kanallarindaki sividan izole edilemedigi belirtilmistir (20). Anakorezis hayvan
calismalarinda  gosterilmis olsa da onemli hastaliklarla iliskili  oldugu

diisiniilmemektedir (2). Ancak travmaya ugramis disler bu yolla enfekte olabilir (21).
2.2. KOK KANALI PATOJENLERI

Kok kanallarindaki mikrofloranin bilesimi yillar boyunca olduk¢a ¢ok arastirmanin
odagi olmustur. Polimikrobiyal etkilesimler ve besin gereksinimleri endodontik
enfeksiyonlardan sorumlu mikroorganizmalarin kiiltiiriinii ve tanimlanmasini oldukca
zorlagtirmaktadir. 1970’lerden once anaerobik tekniklerdeki yetersizlikten dolay1 az
sayida anaerop tiirii belirlenebilmistir. Zaman ic¢inde mikrobiyolojik kiiltiir
yontemlerinin gelismesiyle, kok kanali mikroflorast daha detayli olarak incelenmis ve
buradaki mikroorganizmalar ayrintili olarak tespit edilebilmistir. Boylelikle pulpa ve
periapikal hastaliklarin patolojisinde rol oynayan anaerop bakterilerin 6nemi ortaya

cikmistir. Ancak gelismis kiiltiir tekniklerine ragmen hala kiiltiirii yapilamayan bir¢ok
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mikroorganizma mevcuttur. Enfekte kok kanalinda var olan bakteriler, oral kavitenin

total mikroflorasi ile karsilastirildiginda kisith gruplarla sinirlidir (7).

Yapilan aragtirmalarda (22, 23), enfekte kok kanallarinda bulunan mikroorganizmalarin
baskin olarak zorunlu anaerop olduklari, Enterecoccus faecalis gibi fakiiltatif anaerop
bakteriler bulundugu, ayrica cesitli maya hiicrelerinin de bulundugu bildirilmistir. Kok
kanal enfeksiyonlarinda siklikla goriilen mikroorganizma tiirleri Tablo 2. 1’de

verilmistir (24).

Tablo 2. 1. Kok kanal enfeksiyonlarinda siklikla goriilen mikroorganizma tiirleri (24)

Zorunlu anaeroplar

Fakiiltatif anaeroplar

Gr pozitif koklar
* Streptococcus

* Peptostreptococcus

Gr pozitif koklar
* Streptococcus

e Enterococcus

Gr pozitif gomaklar Gr pozitif gomaklar
*Actinomyces *Actinomyces
*Lactobacillus *Lactobacillus
*Bifidobacterium

*Propionibacterium

*Eubacterium

Gr negatif koklar Gr negatif koklar
*Veillonella *Neisseria

Gr negatif comaklar

Gr negatif comaklar

*Porphyromonas *Capnocytophaga
*Prevotella *Eikenella
*Fusobacterium

*Selenomonas

*Campylobacter

Spiroketler Mantarlar
*Treponema *Candida
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Sundqvist ve ark. (25) nekrotik pulpali 72 tek koklii disin kok kanallarini arastirdiklari
calismalarinda, bakterilerin  %90’indan  fazlasin1  anaeroplarin  olusturdugunu

bildirmektedir.

Baumgartner ve Falker (26) pulpalart ¢iiriik nedeni ile ac¢ilmis periapikal lezyonu
bulunan kok kanallarinin apikal 5 mm’lik bolimiinde 50 sus izole ettiklerini ve bu

mikroorganizmalarin %68’ini zorunlu anaeroplarin olusturdugunu belirtmistir.

Sundqvist (27) 1992 yilinda yaptig1 caligmada pulpalar1 nekrotik 65 tek kokli disten
elde ettigi mikrobiyolojik Ornekleri incelemis, bunlarin %90’1nin anaerop bakteriler

oldugunu gostermistir.

Mogol (28) 2002 yilinda, asemptomatik periapikal lezyonlu dislerin kok kanali
mikroflorasini belirlemek icin yaptigir calismada, ornek alinan 47 kok kanalindan 46

tanesinde (97%) zorunlu anaerop bakterilerin bulundugunu bildirmistir.

Le Goff ve ark. (8) ciiriik goriilmeyen nekrotik pulpali dislerin mikrobiyotasini
inceledikleri calismalarinda, 26 tek koklii disten mikrobiyolojik ornekler alinmuis,
bunlardan mikroorganizma goriilen 18 tanesi analiz edilmis ve toplam 84 bakteri
tiirtiniin izole edildigi orneklerin %81’inin zorunlu anaerop, %19’unun da fakiiltatif

anaeroplar oldugu bildirilmistir.

Abou Rass ve ark. (29) pulpast kapali periapikal lezyonlu dislerde yaptiklari ¢aligmada
mikroorganizma cesitliligini arastirmiglar, calismada 13 periapikal lezyonlu hastadan
cerrahi yolla alinan Ornekleri incelemislerdir. Periapikal lezyonlu dislerin kok
kanallarindaki mikroorganizmalarin c¢ok sayida degisik tiirleri iceren, cogunlukla
anaerobik, Ozellikle de Gram (-) bakteriler oldugunu bulmuslardir. Alinan 6rneklerin

9%63.6’s1 zorunlu anaerop, %36.4’1 fakiiltatif anaerop olarak belirlenmistir.

Delboni ve ark. (30) 2007 yilindaki calismalarinda 30 tane periapikal lezyonlu, kok
kanal1 dolgusu yapilmis disten toplam 114 mikroorganizma izole etmislerdir. Bunlardan
%81.5’i fakiiltatif anaerop, %18.5’i zorunlu anaerop olarak bulunmustur. Izole edilen

mikroorganizmalardan %86’s1 Gram (+), %14’ii Gram (-) olarak rapor edilmistir.

Pinherio ve ark. (31) inat¢1 periapikal lezyonlu disleri inceledikleri bir caligmalarinda,
60 kanal dolgulu disten 51 tanesinde mikroorganizma elde etmistir. Cogu ornekte kanal
basmna 1 ya da 2 tiir mikroorganizma bulunmustur. Izole edilen bakterilerden %57 4’ii

fakiiltatif anaerob, %83.3’1i Gr (+) tiirlerdir.
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Nekrotik pulpali 52 anterior (kesici) disin kok kanallarinin arastirildigi bir calismada
orneklerin %78.8’inden mikroorganizma izole edilmistir. izolatlarin %30.1’ini zorunlu
anaerop, %53’uni fakiiltatif anaeroplar olustururken kok kanallarinin %351.7°sinde

birden fazla mikroorganizma tiirii tespit edilmistir (32).

Gomes ve ark. (33) 2004 yilinda yaptiklarn c¢alismalarinda 41 nekrotik (birincil
enfeksiyonlu) ve 19 kanal tedavisi basarisiz olmus (ikincil enfeksiyonlu) disin kok kanal
mikrobiyotasmi incelemisler, nekrotik kanallardan (60/41) 188 bakteri tiirii izole
edilmis, bunlarin 124’ti Gram (+), 137’°si zorunlu anaerop olarak tespit edilmislerdir.
Ikincil enfeksiyonlu dislerden izole edilen 36 bakteri tiiriinden 27 tanesi Gram (+), 16

tanesi de fakiiltatif anaerop olarak bulunmustur (33).

Bakteriler, arastirmalarda en ¢ok calisilan mikrobiyal patojen olsalar da, mantarlar da
enfekte kok kanallar1 ile ilgilidir. Mantarlar pulpaya, dentin tiibiillerinden, derin

cliriiklerden veya kok kanal tedavisi esnasinda agiz florasindan inokule olurlar (23, 34).

Enfekte kok kanallarinda mantarlar, birincil enfeksiyonlar ile karsilastirildiginda inatci
ya da ikincil enfeksiyonlarda daha sik bulunmaktadir (3, 23, 35, 36). Waltimo ve ark.
1997 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada inat¢ci endodontik enfeksiyonun oldugu 967
olgudan mikrobiyolojik ornekler alarak incelemisler ve mikroorganizma bulunan 692
ornegin 47 (%7) tanesinde mantar ayirt etmislerdir (23). Bu ¢alisma ile arastiricilar
geleneksel yontemlerle yapilan kok kanali tedavisi sonrasi olusan inatg1 apikal
periodontit olgularinda mantarlarin 6nemli rol oynayabilecekleri sonucuna varmistir

(23).

Sundqvist ve ark. (35) 1998 yilinda yaptiklart ¢calismada, kanal tedavisi basarisiz olmus

24 olgunun 2 tanesinde Candida albicans bulmuslardir.

Molander ve ark. (37) 1998 yilinda, daha once kok kanali tedavisi yapilmis apikal
periodontitli 100 diste yaptiklar bir calismada yalnizca 3 kanalda (%3) C. albicans

izole etmislerdir.

Hancock ve ark. (38) 2001 yilinda yaptiklart ¢alismada, periapikal lezyonu olan 54 tane
kok kanal dolgulu disin mikroflorasini incelemisler, 34 diste lireme gozlenirken, C.

albicans bulunma oran1 %3 olarak bulunmustur.
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Cheung&Hu (39) 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, periapikal lezyonu olan, kanal
dolgulu asemptomatik dislerin mikroflorasin1 incelemis, calisilan 18 Ornekten 12
tanesinde mikroorganizma izole edilmistir. Bu arastirmada, 2 Ornekte mantara (C.

albicans) rastlanmustir.

Baumgartner ve ark. (40) 2000 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, rastgele secilen periapikal
lezyonlu enfekte kok kanallarinda polimerize zincir reaksiyonu (PZR) teknigi

kullanarak C. albicans oranini %21 olarak bulmuslardir.

Siqueira ve ark. (41) tedavi gérmemis kronik periradikiiler lezyonu bulunan dislerde
SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) ile yaptiklar1 calismada 15 ormekten 1 tanesinde
mantara benzeyen (yeastlike) hiicrelere rastlamiglardir. Siqueira ve ark. 2002 yilinda
PZR metodu kullanarak yaptiklar1 calismada, apikal periodontitli 91 kok kanalindan

yalnizca 1 tanesinde maya izole edebilmislerdir.
2.3. KOK KANALINDAKI MiKROBiYAL EKOSIiSTEM

Kok kanali i¢cindeki mikroorganizmalarin {iremeleri ve kolonizasyonlarini etkileyen
cesitli ekolojik Ogeler bulunmaktadir. Kok kanal enkefsiyonlarindaki mikroflora

popiilasyonu sabit degildir, zamanla degisir.
Mikrobiyal floranin kompozisyonunu;

1) Anaerobik ortam,

2) Mikroorganizmalar arasindaki etkilesim ve
3) Besin maddelerinin mevcudiyeti tayin eder.
2.3.1 Anaerobik Ortam

Kok kanal sisteminin dinamigi ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucu, endodontik cevrenin,
anaerop mikrofloranin belirli oranlarda gelisimine olanak saglayan, seg¢ici bir habitat

oldugu gosterilmistir (9).

Anaerop bakterilerin tiremelerini etkileyen baslica li¢ 6nemli faktor vardir:
1) Ortamin oksijen konsantrasyonu,

i1) Ortamdaki siiperoksit radikal konsantrasyonu ve peroksitler,

iii) Ortamin oksido-rediiksiyon potansiyalidir.
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i) Oksijen konsantrasyonu: Anaerop bakteriler metabolizmalar1 ve iiremeleri icin
gerekli enerjiyi fermantasyon reaksiyonlarindan saglarlar. Anaeroplar, molekiiler
oksijeni kullanamadiklar1 gibi, oksijen bu bakteriler iizerinde tam olarak bilinmeyen
nedenlerle dogrudan toksik etki olusturmaktadir. Kok kanali gibi kapali bir ortamda
oksijen konsantrasyonu apikal dogrultuda yavas yavas azalir. Zamanla, enfekte pulpa
nekrozu oral cevreye acilmamis diste ne kadar uzun siire var olursa o kadar fazla
oksijen tiiketilir, boylece anaeroplara hayatta kalmak ve cogalmak i¢in daha iyi kosullar
saglanmis olur. Bunun sonucu olarak, zorunlu anaeroplar ve fakiiltatif organizmalarin

tiremesi desteklenmis olur (27).

ii) Suiperoksit radikalleri ve peroksitler: Oksijen kullanan bakterilerin iireyebilmeleri
icin oksijen gereklidir. Bu bakteriler kendilerini toksik siiperoksit radikallerinden ve
peroksitlerden koruyan enzimlere sahiptirler. Bunlardan siiperoksit dismutaz, toksik
siperoksit radikallerinin, toksisitesi daha diisiik olan hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalize ederken, katalaz enzimi de hidrojen peroksitten su ve
oksijen olusumunu saglar. Zorunlu anaerop bakteriler ise kendilerini toksik oksijen
radikallerinden koruyan siiperoksit dizmutaz ve katalaz enzimlerine sahip degillerdir.
Mikroaerofilik bakteriler oksijen bulunan ortamlarda iireyebilmelerine ragmen, en iyi
karbondioksitli ve diisiik oksijenli ortamlarda iirerler. Fakiiltatif anaeroplar, oksijen
varliginda veya yoklugunda iireyebilir, hem katalaz hem de siiperoksit dismutaz

enzimlerine sahiptirler (42).

iii) Oksido-rediiksiyon potansiyeli (Eh): Anaeroplarin iiremesinde énemli rol oynayan
diger bir faktor de Eh’dir. Bir ortamin Eh’1, elektron verme egiliminin 6l¢iimii olup,
ortamda indirgenen maddelerin bulunmasi Eh’inin diismesine yol agar. Anaeroplar

ancak diisiik ya da negatif Eh bulunan ortamlarda iireyebilirler (43).
2.3.2 Mikroorganizmalar Arasi Etkilesim

Enfekte kok kanallarindan alinan mikrobiyolojik ornekler incelendiginde bazi bakteri

tiirlerinin genellikle bir arada bulunduklan gozlenmektedir (44).

Mikroorganizmalar aras1 etkilesimin kok kanali ekolojisinde ©nemi biiyiiktiir ve
endodontik ortama uyumlu polimikrobiyal floranm olusumunu saglamaktadir (45).
Endodontik floranin ekolojisini etkileyen mikroorganizmalar arasi etkilesimler, pozitif

(sinerjik) veya negatif (antagonist) yonde olabilir.
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Sundqvist (44) 1992 yilindaki caligmasinda, kok kanal enfeksiyonlarinda en sik bulunan
tiirlerden biri olan Fusobacterium nucleatum ile Peptostreptococcus anaerobius,
Campylobacter rectus ve Porphyromonas endodontalis arasinda pozitif iliski tespit
etmistir. Yine Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, P.anaerobius’un

Eubacteriler ile arasinda pozitif iligki bulunmaktadir (27).

Cogu streptokok tiirliniin, Capnocytophaga achracea ve Veillonella parvula’nin ise
diger bakteriler ile ya antagonist iliskide olduklar1 ya da hi¢bir baglantilarinin olmadig1
tespit edilmistir (44). Ayrica, Actinomyces israelii’nin Propionibacterium propionicum
disindaki higcbir bakteri tiirii ile baglantis1 olmadig1 goriilmiistiir. P. propionicum ile

Actinomyces tiirleri arasinda sinerjik iliski bulunmustur (44).

Porphyromonas tiirlerinin F.nucleatum’la birlikte yaptig1 aktivasyon desteginde, Feuille
ve ark. (46) farede lezyon model yardimiyla F.nucleatum’un Porphyromonas
gingivalis‘le birlikte yumusak doku yikiminda sinerjik etki gosterdigini ve bunun

sonucunda disin nekroz oldugunu rapor etmislerdir.

Dahlen ve ark.’nin (47) yaptiklari c¢alismada, enfekte maymun dislerinin c¢iiriik
kuronlarinda  sekiz  bakteri cesidi izole edildigi  bildirilmistir.  Bunlar
mikroorganizmalarin farkli ¢esitlerinin birlesmesine bagh olarak farkl iltihabi cevaplari
meydana  getirmektedir. P. anaerobius, Prevotella oralis, Fusobacterium
necrophorum’un karistmi bakteriler arasinda en etkili olan karisimdir ve siddetli
lezyonlara neden olmaktadir. Oysa bu mikroorganizmalar diger kombinasyonlarda veya
tek baslarina yasayamamaktadir ve daha az inflamasyon olusturmaktadir. Bu faktorler

endodontik enfeksiyondaki sinerjinin etkisine agiklik getirmektedir (7).
2.3.3 Besin Mevcudiyeti

Besin tiirli ve mevcudiyeti mikrobiyal gelisme i¢cin 6nemli bir faktordiir. Par¢calanmis
pulpa dokusu ve doku sivilar1 kok kanalindaki besin maddelerinin énemli kaynaklarini

olustururlar (27, 44).

Kok kanalindaki ¢evresel kosullar, aminoasit ve peptidleri fermente edebilen anaerop
bakterilerin iiremesine izin verirken, Oncelikle karbonhidratlarin fermentasyonu ile
enerji saglayan bakteriler icin uygun beslenme kosullart bulunmadigindan bu tiirler

smirlt kalabilir. Bu durum, agiz kavitesine agik kok kanallarimin koronal kisminda
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streptokoklar gibi fakiiltatif anaeroplarin, apikal kisminda da zorunlu anaeroplarin

baskin olmasinin sebebini aciklamaktadir (48).

Ter Steeg ve van der Hoeven (49) kok kanal florasinin dinamigi ile ilgili 6nemli
ipuglarini ortaya koyduklart caligmalarinda, subgingival plak organizmalarinin serum
icindeki iireme siralarini  incelemisler, {iremelerin ¢ faza aynlabilecegini
bildirmisleridir. Birinci fazda, serumdaki diisiik karbonhidrat icerigi hizli iireyen
sakkarolitik bakteriler tarafindan tiiketilmis ve bu da laktik asit ile formik asit
iiretilmesine yol acmustir. ikinci fazda, proteinler hidrolize edilmis, bir miktar amino
asit fermantasyonu olmus ve serum glikoproteinlerinden ayrismis olan karbonhidratlarin
kalan miktar1 kullamlmistir. P. intermedia, Veillonella parvula, F. nucleatum ve
Eubacterium tiirleri, ikinci faz sirasinda baskin olarak iireyen mikroorganizmalardir.
Uciincii  fazda, yogun protein ayrismast meydana gelmisti. Bu fazin baskin
mikroorganizmalar1 P. micros, F. nucleatum ve Eubacterium olmustur (49). Diger bir
calismada (50), yine subgingival plak organizmalarinin kiiltiiriiniin serum iginde
tiremesi sonucu P. micros’un baskin tiir oldugu gosterilmistir. P. micros’un ekolojik
cevresi, onun serum proteinlerini ayristirarak, peptid ve amino asit olusumunu saglayan
peptitaz aktivitesi ile ilgili olabilir (49). Bu amino asitler, P. micros tarafindan
kullanilabildigi gibi, serumda bulunan proteolitik aktivitesi olmayan ya da ¢ok az olan

diger bakteriler tarafindan da kullanilabilir (49).

Besinsel olarak mikroorganizmalarin bazi tiirlerinin metabolik yikim iiriinleri, diger
tiirlerin besin zincirinin bir kismin1 olusturabilmektedir (7). Siyah pigmentli anaerobik
rodlar (Prevotella ve Porphyromonas tiirleri) tiremek icin vitamin K ve hemine ihtiyag
duyarlar. Vitamin K, diger bakteriler tarafindan iiretilebilir (51). Hemin, hemoglobinin
parcalanmasi sonucu ortaya cikar, ancak bazi bakteriler de hemin iiretebilirler. Ornegin
C. rectus’un Porphyromonas tiirlerinin {iremesini, hemin iireterek stimiile ettigini

gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir (52).
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2.4. ENDODONTIK ENFEKSiYONLARDA BAKTERIYEL PATOJENITE

Kok kanalin1 enfekte eden her oral mikroorganizmanin periapikal dokular1 da enfekte
etme olasiligi bulunmaktadir. Bu sonuca dayanarak tiim oral mikroflora iiyeleri kok
kanali ve periapikal dokularin enfeksiyonunda birer patojen olarak goriilebilir (7).
Bununla birlikte, kok kanal patojenlerinin hastalik yapabilmesi icin bazi sartlar

gerekmektedir:

1. Mikroorganizmalar periradikiiler hastaligi baslatip siirdiirebilmek i¢in yeterli

sayida bulunmalidir.

2. Mikroorganizmalar kok kanal enfeksiyonu olusturabilmesi icin viriilans

faktorlere sahip olmalidir.

3. Kok kanal sistemine yaygin olarak yerlesmis mikroorganizmalar viriilans

faktorleriyle periapikal dokulara gecip patojen hale gelebilmelidir.

4. Kok kanal ortami, mikroorganizmalarin yasamasina ve cogalmasina izin vermeli

ve sinyal salgilayarak viriilans genleri uyarabilmelidir.

5. Kok kanal patojenleri, konak dokuda savunmay1 baslatarak doku hasarina yol

acabilmelidir (53).

Fabricius (54) yaptigt maymun deneyinde enfekte kok kanal dokusundan izole edilen
orijinal bakteri veya bakteri gruplar1 (P. oralis ve 11 diger tiir) cesitli
kombinasyonlarda veya tek tek diger maymunlarin kok kanallarinin icine inokiile
etmigtir. Her bir bakteri tiirii tek tek inokiile edildigi zaman sadece hafif bir apikal
periodontit gelisirken, kombinasyonlar halinde verildiginde ¢ok siddetli periapikal
reaksiyonlar meydana gelmistir (54). Bu calisma kok kanalinda patojenite giicii igin
bakterilerin aralarinda olusturduklar1 sinerjinin ne kadar onemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Kok kanalinda kolonize olabilen herhangi bir mikroflora az ya da ¢ok siddetle bir
hastalia yol acabilir. Bu olayda tek bir patojen rol almaz. Deneysel arastirmalar
anaeroplarin hem akut hem de kronik enfeksiyonlardaki onemini gostermekle birlikte,
arastirmalar ayrica, anaerobik enfeksiyonun yerlesmesi icin fakiiltatif ve Gram (+)
mikroorganizmalarin dnemini de ispat etmislerdir (47, 48, 55- 57). Ekolojik ve cevresel
faktorler, kok kanal enfeksiyonunda mikrobiyal floranin komposizyonu belirlemektedir.

Sonug olarak patojenite, daha ¢ok mikrobiyal grup ya da kombinasyonlarla iligkilidir ve
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tek bakteri tiiriinlin O6zgiinliigiiniin diisiik olmasin1 izah eder (58). Yani periapikal
hastalik kok kanalindaki farkli kompleks mikroorganizmalarin kombine aktivasyonu ile

meydana gelir.
2.4.1. Mikrobiyal Viriilans Faktorler

Kok kanalinda var olan mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bircok viriilans

faktorlerinin birlesimi endodontik mikrobiyal floranin patojenite derecesini belirler (59).

Mikrobiyal viriilans faktorler, yapisal bilesenler ve mikroorganizmalar tarafindan

olusturulan iiriinleri kapsar.
i) Yapisal Bilesenler

Lipopolisakkarit (LPS) (Endotoksin): Endotoksinler, lipopolisakkarit yapida
molekiiller olup G (-) bakterilerin hiicre duvarinda yer alirlar (60). LPS, bakterinin
Oliimiinden sonra ¢ogalma ve iireme asamasinda ortama yayilmaktadir. LPS’in patolojik
etkisi endotelyal hiicreler ve makrofajlar arasindaki etkilesimler sonucu olusmaktadir.
LPS’ler endotelyal hiicrelere, adezyon molekiillerinin, interlokinlerin (IL) ve timor
nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi birka¢c molekiiler mediatoriin salgilanmasi i¢in sinyal
gondermektedir. TNF-0, LPS’in zarar veren etkilerini olusturmakta birincil sorumlu
mediatordiir. LPS, periapikal lezyonlu dislerin dentin duvarlarindan ve kok
kanallarindan elde edilen 6rneklerinde bulunmustur (61). Dahlen ve Bergenholtz’un
yaptiklart calismada LPS ve endotoksinler enfekte kok kanallarinda gozlemlenmis ve

var olan Gram (-) bakterilerin sayisi ile iligkili bulunmustur (62).

Peptidoglikan Tabaka: Peptidoglikan bir¢cok ©6zdes alt birimden olusan kompleks
polimer bir yapidir. Gram (+) bakterilerde peptidoglikan tabaka 40- 100 katmandan
olusmus olup, hiicre duvarinin agirlik¢a %50’sinden fazlasini olusturmaktadir. Gram (-)
bakterilerde ise yalnizca bir veya iki katman olup hiicre duvarinin agirlikca %5-10"unu
olusturur (63). Peptidoglikan, apikal periodontit lezyonlarinin patogenezinde rol

oynayabilecek bir¢ok biyolojik etkiyi baglatabilir (64).

Lipoteioik asit: Lipoteioik asit (LTA) gibi anyonik polimerler, Gram (+) bakteri hiicre
duvarinin kuru agirhigmin %50’sini olusturan major bilesenlerdir. Dolayli olarak doku
hasar1 baslatabilen etkileri bulunmaktadir Makrofaj ve kompleman sistemini aktive
etmek gibi biyolojik etkileri LPS ile benzerlik gosterdigi icin LPS’in Gr (+) bakteri
karsilig1 olarak degerlendirilebilir (63).



15

Dis zar proteinleri: Gram (-) bakterilerin dis zarinin agirlikca yaklasik %50’si

proteinler igermektedir. Bakterilerin konak hiicreye tutunmasinda rol oynarlar.

Ekstraseliller vezikiiller: Gram (-) bakteriler ekstraseliiller vezikiiller meydana
getirirler. Ekstraseliiler vezikiillerin zarlari, bakteri hiicre zarina benzer, aym ozellikte
yiizey antijenine sahip oldugu icin, antikorlarin bakteriye direkt baglanmasina engel
olur. Boylece konak¢inin enfeksiyona karsi hiimoral cevabimi azaltir. Bu vezikiillerde
enzimler ya da toksik ajanlar bulunabilir. Ekstraseliiler vezikiillerin konak¢1 dokuda
hemagliinasyon, hemoliz, bakteriyel adezyon ve proteolitik aktivasyonda rol oynadigi

diistiniilmektedir (2).

Lipoproteinler: Lipoproteinler genellikle Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda
bulunur ve dis zar1 peptidoglikan tabakaya baglar. Makrofajlar yoluyla IL-1p, IL-6, IL-

12 ve TNF-a salinmasini uyardiklar1 gosterilmistir (65).

Fimbria (pili): Bircok Gram (-) bakteri fimbria olarak adlandirilan uzantilar igerir.
Fimbrialar bakterilerin konak doku ya da diger mikroorganizmalara tutunmasinda rol

alirlar (2)

Kapsiil: Hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterilerde bulunan kapsiil, bakteri yilizeyinin

topografisini degistirerek bakteriyi fagositozdan korur.

Flagel: Bakteriyel flajeller, bakterinin hareketini saglayan, sitoplazmik zardan disari

dogru uzanan c¢ikintilardir. Bakterilerin fagositozdan kagmasinda rol oynarlar.

Bakteriyel DNA: Bakteri DNA’s1, metilsizlenmis CG (sitozin, guanin) diniikleotidli
(CpG) DNA dizisi mevcudiyeti bakimmmdan memeli DNA’sindan farkhidir. Yapisal
ozelliklerinden dolayr immiin sistem hiicreleri bakteri DNA’sin1 tehlike olarak

algilayabilir. Bunun sonucunda ¢esitli sitokinler ortaya cikarirlar (66).
ii) Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan iiriinler

Enzimler: Kok kanalinda goriillen mikroorganizmalar kollejenaz, hyaluronidaz,
fibrinolizinler ve proteazlar gibi cesitli enzimler iiretirler. Bu enzimler direkt olarak
toksik degildir ama konak dokusundaki organizmalarin yayilmasina yardim etmektedir.
Mikroorganizmalar, kan pihtis1 ve diger konak savunmasiyla iligkili cesitli plazma

proteinlerini yikan enzimler tiretmektedirler (61).
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Eksotoksinler: Eksotoksinler, endotoksinlerin aksine yasayan mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan antijenik, nonpiyojenik, thermolabil polipeptidlerdir ve bunlar
toksoidlere doniigebilirler. Lokotoksinler, marjinal periodontitin baz1 tiplerinin
patogeneziyle iliskili en iyi bilinen eksotoksinlerdir. Lokosit hiicre membranlarinda
kiiciik delikler olusturup hiicrenin lizisine neden olmaktadirlar (67). Lokotoksin, F.
necrophorum (68) ve Actinobacillus actinomycetemcomintans (69) cesitleri tarafindan
dretilir. Bununla birlikte Fusobacterium turlerinden, F. nucleatum en sik rastlanan
endodontik patojendir ve bu mikroorganizma herhangi bir eksotoksin iiretmez. A.
actinomycetemcomitans yiksek miktarda kapnofilik veya karbondioksit seven bir
organizmadir ama kok kanal ortaminda yasayamamaktadir. Bu yiizden, eksotoksinler

endodontik floranin patojenitesinde dnemli bir role sahip degildirler.

Bakteriyel peptid (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine (fMLP): fMLP,
giiclii bir kemoatraktan ve polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) ve makrofajlar icin

kuvvetli bir aktivator olarak dikkate alinan bakteriyel bir peptiddir (63).

Is1 soku proteinleri: Asil gorevleri mikroorganizmalarin c¢esitli kosullar altinda
hayatlarin1 siirdiirmelerine olanak saglamak olan 1s1 soku proteinleri, yiiksek derecede
korunmus proteinlerdendir. Bakterilerin konak hiicreye tutunmasinda rol oynarlar.
Apoptozisi kolaylastirdigr ve bu etkinin muhtemelen konagin antibakteriyel cevabini

inhibe ettigi rapor edilmistir (70).

Metabolik son iiriinler: Bakterilerin metabolizmasi1 sonucu ortaya ¢ikan cesitli son
iriinlerin konaga toksik etkileri olabilir. Ucucu siilfiir bilesikleri, kisa zincirli yag
asitleri, poliaminler, indol ve amonyak gibi cesitli metabolik son iiriinler viriilans

faktorleri arasinda goz oniinde bulundurulabilir.

Ucucu siilfiir bilesikleri, siilfidril iceren amino asitlerin desiilfiirasyonu sonucu ortaya
cikar. Ornegin hidrojen siilfiir, sisteinin; metil merkaptan ise metioninin desiilfiirasyonu
ile olusur. Kok kanal patojeni olmaya aday bakteriler de dahil olmak {izere pek cok oral
bakteri tiirliniin ucucu siilfiir bilesikleri olusturabildikleri gosterilmistir (50, 71).
Treponema denticola, Tannerella forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis, P.
intermedia, Prevotella nigrescens, F. nucleatum, Parvimonas micra (daha Onceden
Peptostreptococcus/Micromonas micros), Actinomyces tiirleri, ve Eubacterium tiirleri
bu bakterilere 6rnek olarak verilebilir (50). Ucucu siilfiir bilesiklerinin, kok kanal

bakterileri tarafindan, kok kanalina penetre olan doku sivilar1 ya da eksudada bulunan
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serbest siilfiir amino asitlerinden olusturuldugu diisiiniilmektedir. Kok kanalindaki bazi
bakteri tiirlerinin proteolitik aktivitesi ayrica, ucucu siilfiir bilesikleri olusturmak i¢in
diger bakterilere uygun substrat saglayabilir. Bu maddeler konak hiicrelerine son derece
toksik etki gosterebilmektedir (72). Her ne kadar enfekte kok kanallarinda ugucu siilfiir
bilesiklerinin iiretilmesi ile ilgili olarak yapilmis bir caligma bulunmasa da bu
bilesiklerin nekrotik kok kanallarinda birikerek periradikiiler dokulara zarar verecek

seviyelere ulagabilmesi miimkiindiir (63).

Kok kanal bakterileri tarafindan salinan kisa zincirli yag asitleri, ugucu (propiyonik,
butirik, isobiitirik, valerik, isovalerik, asetik ve formik asit) ve ucucu olmayan (laktik ve
siiksinik asit) asitleri icerir (73). Kisa zincirli yag asitleri notrofil kemotaksisi,

degraniilasyon ve fagositozu etkiler (2).

Poliaminler, amino asitlerin dekarboksilasyonu sonucu mikroorganizmalar tarafindan
iretilir. Putresin, spermidin ve kadavrin poliaminlere Ornek olarak verilebilir.
Poliaminler hiicre canliliginin devaminda, hiicre proliferasyonunda inflamasyon siirecinin

diizenlenmesinde rol alan bilesiklerdir (74, 75).

Bakterilerin metabolik son iiriinii olan indol ve amonyak da konak hiicrelerine toksik

olabilmektedir (76, 77).

Enfekte kok kanalindaki bakteriyel birlikteligin igerigi, bakterilerin konsantrasyonlari
kadar son iiriinlerin cesitliligini de belirler. Bir yandan bazi bilesikler, bazi
mikroorganizma tiirleri tarafindan tiiketilir ve indirgenebilirken, diger yandan ortaya

cikan metabolitler periradikiiler dokularda birikerek toksik seviyelere ulasabilir.

Kisa zincirli yag asitleri, poliaminler ve 6zellikle de ucucu siilfiir bilesikleri gibi bir¢ok
son {riiniin anaerobik kok kanal enfeksiyonlarinin tipik kokusundan sorumlu olduklari

bildirilmistir (63).
2.5 CALISMAYA DAHIL EDIiLEN PATOJENLER

Bu tez calismasinda kok kanal patojenlerinden 5 bakteri E. faecalis, Streptococcus
sanguinis, F. nucleatum, P. gingivalis, Pseudoramibacter alactolyticus ve 2 maya C.

albicans, Candida glabrata kullanildi.
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2.5.1 E. faecalis

Enterekoklar tek tek, ikili veya kisa zincir olusturan katalaz (-), gram (+) koklardir.
Enterekoklar fakiiltatif anaerop bakterilerdir, oksijen varliginda ve yoklugunda yasama
yetenegindedirler. Daha zor kosullarda da iireyebilme yetenegine sahiptirler; drnegin
%6.5 NaCl konsantrasyonunda ve pH 9.6’da iiremelerini siirdiirebilirler. Optimum
tireme 15181 35°C (10—450C) olup, 60°C’de 30 dakika canlhiliklarini siirdiirebilirler. Kanli

agarda 24 saatlik inkiibasyon sonunda genis beyaz koloniler olustururlar (78).

E. faecalis kok kanal basarisizlifinda genellikle yiiksek oranda bulunmakta ve kok
kanalinda tek mikroorganizma olarak veya floranin major komponenti olarak

yasayabilmektedir (79).

Kok kanali dolgusu tamamlanmis apikal periodontitli dislerde en sik rastlanan
mikroorganizmalardan biri de E. faecalis’tir. Cesitli calismalarda tekrarlayan kok kanal
tedavilerinden %29 ile %77 oranlarinda izole edildigi gosterilmistir (31, 35, 37, 38, 80-
82). Buna karsin tedavi gormemis enfekte kok kanallarinda bulunma sikligi %5 veya
daha azdir (7, 83-85). Buna karsin, basarisiz olmus kok kanal tedavilerinin
mikrobiyotasinin arastirildigi bir calismada, E. faecalis’in baskin tiir olmadigi

gosterilmistir (86).

E. faecalis litik enzimler, sitolizin, tutunma maddesi, feromon ve lipoteikoik asit gibi
viriilans  faktorlere  sahiptir  (87). E. faecalis lenfositlerin  aktivitesini
baskilayabilmektedir (88). Kok kanalinda yeterli besin kaynagina sahip olana kadar
uzun siire achiga dayanmaktadir. Mevcut oldugunda, agliktan Olmiis hiicrelerin

serumunu besin kaynagi olarak kullanarak yasamini devam ettirebilir (89).
2.5.2 S. sanguinis

Streptokok cinsi icinde Lancefield siniflandirmasina (90) gore C grubuna, Sherman’a
gore (91) viridans grubuna ait bir bakteridir. Streptokok cinsine ait 16S r RNA analizine
dayanan giincel siniflamaya gore tanimlanan 7 gruptan birisi olan Sanguinis grubuna ait
bir tiirdiir (92- 94). Agizda kalict flora iiyelerindendir. Gr (+), zincir yapan, katalaz
negatif, sporsuz, hareketsiz, fakiiltatif anaerop koklardir (95).

Daha Onceden S. sanguis olarak bilinen bu tiir, Latin gramer kurallarina uygun olmasi

amaciyla S. sanguinis olarak tekrar adlandirilmistir (96).

Yapilan caligmalarda enfekte kok kanalindan izole edildigi gosterilmistir (97- 99)



19

2.5.3 F. nucleatum

Uzun, ince fusiform yapida, Gr (-), zorunlu anaerop basillerdir. Ureyebilmeleri icin besi
yerlerine serum, glikoz ve askorbik asit gibi maddelerin eklenmesi gerekir. F.
nucleatum’un anaerop kanli agarda kolonileri ekmek kirintis1 goriiniimiindedir.
Fusobacterium’lar, tiirler arasinda farklilik gostermek iizere degisik oranlarda asetik,
propiyonik, siiksinik, laktik, formik ve valerik asit olustururlar. Proteinleri
parcaladiklarinda hidrojen siilfir ve indol olustururlar, bu bilesikler {iretildikleri
ortamdaki kotii kokunun nedenidir. Fusobacterium’larin viriilans faktorleri arasinda
adezinler (Orn.lektin), antifagositik maddeler (6rn.LPS), doku yikimina neden olan
olusumlardan fosfolipaz C yer almaktadir (100). Periodontitli bireylerde ve periodontal
apse varliginda F. nucleatum tespit edilmistir (101). Sundqvist (7) yapmis oldugu
calismada, enfekte kok kanallarinda prevalansi en yiiksek bakteri olarak F. nucleatum’™n
gostermistir. Yapilan ¢alismalarda (27, 102, 103) enfekte kok kanallarinda varligi tespit
edilmistir. Ayrica flare-up (akut alevlenme) olusumunda Fusobacterium tiirlerinin de
rolii gosterilmistir (104). Deneysel bir calismada maymunlarin dislerinin  kok
kanallarinda F. nucleatum’un  LPS‘inin  periapikal inflamasyon ve kemik

rezorpsiyonuna neden oldugu gosterilmistir (105).
2.54 P. gingivalis

Gr (-), anaerop, hareketsiz, kisa rodlardan koka dogru degisen morfolojiye sahip
mikroorganizmalardir. Olusturdugu ekstraseliiler vezikiiller ve kapsiil sayesinde
fagositozdan korunur. Anaerop kosullarda 4- 6 giinliik inkiibasyondan sonra iirer. Bu
bakteri ozellikle ilk izolasyonda hemin ve vitamin K gereksinimi duyar. Agar kolonileri
kiiciik, diizgiin kenarli, konvekstir. Besi yeri uygunsa 7- 10.uncu giinde pigment
yaparlar. Bu pigment ilk giinlerde siyah olmayabilir, daha sonra siyahlasabilir (106).
Onemli bir periodontopatojendir (107). P. gingivalis, apseli disleri de kapsayan
semptomatik periradikiiler lezyonlarla iliskilendirilmistir (25, 108).
Porphyromonas’larin oral kavitedeki en patojenik tiirlerden biri olmasinda rol oynayan
bazi viriilans faktorleri bulunmaktadir. Bunlar fimbria, kapsiil, LPS, ekstraseliiler
vezikiiller ve hidrolitik enzimlerdir. Bu faktorler konak¢1 defansini bozmalarinin yani
sira doku yikimini da baglatirlar (77). Endodontik orijinli periapikal apselerde Van
Winkelhoff ve ark. (107) P. gingivalis oranin1 %12 olarak bulmuglardir.
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2.5.5. P. alactolyticus

Gr (+), sporsuz, kapsiilsiiz, ¢ogunlukla hareketsiz, zorunlu anaerop bakterilerdir.
Diizensiz bir morfolojiye sahiplerdir, baz1 suslar ¢omakcik, bazilart kokoid formda
goriiniir. Zincir olusturabilirler. P. alactolyticus sakkarolitiktir, fermantasyon sonucu
formik asit, asetik asit, kaproik asit, biitirik asit ve hidrojen olustururlar (109, 110).
Uygun besi yerlerinde ¢ok yavas, gii¢ iirerler. Bu bakterilerin iiremesi i¢in 5- 7 giin
kadar inkiibe etmek gerekir (111). 1997 yilinda Eubacterium alactolyticum yeniden
smiflandirilmis  P.  alactolyticus  olarak  adlandirilmistir  (110).  Endodontik
enfeksiyonlardan ¢esitli oranlarda izole edilmistir (7, 18, 25, 27, 35, 37, 83, 112). P.
alactolyticus genellikle karisik enfeksiyonlarda goriiliir. Sundqvist (27) kok kanal
enfeksiyonlarinda mikroorganizmalar aras1 durumu degerlendirmis, P. alactolyticus’un
P. endodontalis, P. intermedia, P. anaerobicus ve Eubacterium lentum ile pozitif iliskili
oldugunu rapor etmistir. Ayrica F. nucleatum ile koagregasyon yaptig1 gosterilen bir

calisma bulunmaktadir (113).
2.5.6 C. albicans

C. albicans yuvarlak veya oval, tomurcuklanma yaparak iireyen bir mikroorganizmadir.
Bu mikroorganizmalarin izolasyonu sorunsuzdur. C. albicans’1 iiretmek icin en sik
kullanilan besi yeri Saboraud dekstroz agar (SDA) dir; %2 ya da %4 glukoz igceren
formiilleri kullanilabilir. Koloniler diizgiin, grimsi beyaz, nemli goriiniislii, yumusak ve
peynir kokuludur. C. albicans hiicre duvarinda ii¢ onemli yap1 yer alir. Bunlar; B-

glukan, kitin ve mannoproteinlerdir. Hepsi kuvvetli antijeniktir (114).

Mantarlarin patogenezinde rol oynayan viriilans faktorleri; cesitli cevresel kosullara
adapte olabilme, cesitli ylizeylere adezyon, hidrolitik enzimleri iiretebilmesi, morfolojik
degisim, biyofilm olusumu, konak defansinin immiinomodiilasyonu ve defanstan

kurtulabilmesidir (36).

Oral kavitede pseudomembran6éz kandidiyaz, kronik atrofik kandidiyaz, kronik
hiperplastik kandidiyaz sekillerine rastlanir (115). Tedavi edilmemis kok ciiriiklerinin
dentin tiibiillerindeki ve tedavi gormiis kok kanalli periapikal patolojili vakalardaki
Candida’larin konu edildigi ¢alismalar ancak mikrobiyolojik tekniklerin gelismesiyle

ortaya ¢ikmistir (116, 117).
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Baumgartner ve ark.’nin 2000 (40) yilinda yaptiklart ¢calismada enfekte kdk kanalinda

(daha once tedavi edilmemis) C. albicans oran1 %21 olarak bulunmustur.

Sundqvist ve ark. 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kanal tedavisi basarisiz olmus 24

olgunun 2 tanesinde C. albicans bulmuslardir (35).
2.5.7. C. glabrata

C. albicans’la karsilastirlldigi zaman C. glabrata ile ilgili ne yazik ki az sayida
arastirma yapilmistir. C. glabrata, tim cevresel kosullar altinda kiicik dimorfik
olmayan patojen bir mantardir. C. glabrata 37 C° iizerindeki sicakliklarda pseudohif
olusturmayan tek Candida tiiridiir. C. glabrata blastosporlart (0-4 pm) C. albicans
blastosporlarindan (4-6 um) belirgin olarak daha kiigiiktiir. C. glabrata, SAD’da
boyutsal olarak kiiciik olmasi disinda diger Candida tiirlerinden ayirt edilmesi zor

diizgiin, parlak, krem rengi koloniler olusturur (118).

C. glabrata onceleri Torulopsis cinsinde siniflandirilmistir. Candida cinsi 1913 yilina
kadar adlandirilmamakla birlikte Torulopsis cinsi 1894’te tanimlanmistir. C. glabrata
aslinda pseudohif olusturmamasi nedeniyle Torulopsis cinsinde yer almistir. Bununla
birlikte 1978 yilinda, pseudohif olusturma yeteneginin Candida cinsi iiyeleri i¢in
giivenilir bir ayirt edici faktor olmadigi belirlenmistir ve 7. glabrata’nin Candida

cinsinde siiflandirilabilecegi ortaya atilmistir (118).

Waltimo ve ark. (23) inat¢c1 endodontik enfeksiyonlardan en sik C. albicans izole

ederken, izole edilen diger Candida tiirleri arasinda C. glabrata’y1 da gostermislerdir.
2.6. ORAL MiKROORGANIZMALARI BELIRLEME YONTEMLERI

Oral patojenleri belirlemek i¢in cesitli yontemler kullanilmaktadir:

2. 6. 1 Kiiltiir Yontemleri

Geleneksel olarak oral patojenler bakteriyel kiiltiir yontemleri ile belirlenmektedir.
Fakat bakteriyel kiiltiir yontemleri klinik olarak tiim patojenleri belirleyebilmek icin
yeterli olmamaktadir. Bununla birlikte oral patojenlerin onemli bir kismi bakteriyel
kiiltir yontemi ile tanimlanabilmektedir. Rutin kiiltir yontemlerinin disinda segici
kiiltiirel yontemler de bulunmaktadir. Rutin kiiltirel yontemler 10*- 10° bakteri
belirleyebilecek kadar duyarliyken, bu say1 secici kiiltiirel yontemlerde 10° bakteriye

kadar inmistir. Kiiltiirel yontemlerle bolgeyi enfekte eden tanimlanmamis tiirlerin
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tanimlanmas1 saglanabilir, antibiyotik direnci ya da duyarliligi belirlenebilir. Bunun
yani sira alian kiiltiir 6rnegi icerisinde hastay1 enfekte eden mikroorganizmalar olsalar
bile uygun besin ve ortam gibi sartlarin eksikliginde iiremeyerek hatali sonuclar
verebilirler. Diger dezavantajlan ise kiiltiire edilemeyen bakterileri belirleyememesi,
cok zaman almasi, referans laboratuar testlerine ihtiya¢ duymast ve pahali olmasi

sayilabilir (119, 120).
2. 6. 2 Faz-kontrast ve Karanlik Alan Mikroskopisi

Bu yontemler bize plak Orneklerindeki bakterilerin boyutlari, sekilleri ve motiliteleri
hakkinda fikir verir. Plak oOrneklerinin karsilastirilmasinda mikrobiyal degisimleri

gosterir ve hicbir zaman bakteri tiirleri konusunda bilgi vermez (119).
2. 6. 3 Immiinolojik Yontemler ve Enzimatik Teknikler

Immiinolojik yontemlerde, hedef mikroorganizmaya Kkars1 iiretilen ve 6zgiin
isaretleyiciler ile isaretlenen antikorlar kullanilir. Ayrica, immiinoflorans, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gibi yontemlerle 6zgiin ve hizli sonuclara
ulagilabilir. Bu metodun da antikorlarn iiretilme zorlugu ve duyarlhiliginmn (10*- 10°
bakteri) az olusu gibi dezavantajlar1 vardir. Benzoyl-DL-Arginine-Naphthylamide Testi
(BANA- Test) gibi enzimatik yontemler hizli ve maliyetsizdirler fakat bu metotla hedef
bakterinin miktar1 giivenilir bir sekilde tayin edilemez ve reaksiyonun bir veya daha

fazla tiire bagl olup olmadig1 anlasilamaz (119).
2. 6. 4 Molekiiler Yontemler

Son yillarda patojen mikroorganizmalarin belirlenmesi icin molekiiler tekniklerden
sikca faydalanilmaktadir. Molekiiler tan1 yontemleri; DNA probe teknigi ve PZR’dir.
DNA probe teknigi, patojen mikroorganizmalarin belirlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu teknigin geleneksel mikrobiyolojik yontemlere gore iki biiyiik
avantaji bulunmaktadir. Birincisi bu yontem 10” bakteriyi belirleyebilecek kadar
hassastir. Ikincisi ise klinikte alinan o©meklerden direkt mikroorganizma tayini
yapilabilmesidir. Bu yontemle mikroorganizmanin tespiti i¢in canlilik gibi mecburiyet
yoktur. Buna karsin oldukca pahali yontemler olmalari ve radyoaktif maddeler ile

calisma yapilmasi gibi dezavantajlart mevcuttur (119).

PZR diger bir molekiiler teknik olup, son yillarda biyoloji, tip, genetik gibi alanlarda

oldukca ilgi gormektedir. PZR yontemi molekiiler teknolojideki en Onemli
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gelismelerden biridir. Cok hassas bir tekniktir, radyoaktiviteye ihtiya¢ duymaz. Bir tiire
ait farkli tipteki organizmalarin ve mikroorganizma ge¢is yollarmin belirlenmesinde

kullanish oldugu bulunmustur (119).

PZR, DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi
enzimatik olarak cogaltmak icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir.
Yontem basitce, tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasidir. PZR bir ¢esit
in-vitro klonlamadir. PZR reaksiyonu, DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklik ile
birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligo niikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmas1 (hibridizasyonu), sonra zincirin uzamasi (polimerizasyon) (¢ift iplikli
DNA’larin sentezi) ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasi esasia dayanir. Bu ii¢
adim (denatiirasyon/hibridizasyon/polimerizasyon) bir PZR dongiisiinii olusturur. Her
adim farkli sicakliklarda gerceklesir (119). Tipik bir PZR reaksiyonu 25- 40 tur PZR
dongiisiinden olusur. Bakteri tanimlanmasi icin genellikle basit bir PZR turu
kullanilmakla birlikte baz1 durumlarda nested PZR, multiplex PZR, (real time) RT-PZR
gibi farkli PZR yontemleri de kullanilabilir (121).

PZR yontemi, DNA probe teknigine gore daha hassas bulunmustur (119).

Son yillarda, kimyasal sensor sistemlerindeki ve teknolojideki ilerlemelere bagli olarak
gelistirilmis olan elektronik burun sistemleri tip, gida, ¢cevre vb. pek ¢ok alanda hizli ve
basit koku analizini miimkiin kilmakta ve bu sistemlerin mikroorganizmalarin tespiti ve

siiflandirmasinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (122).
2.7. KOKU OLCUMU, ELEKTRONIK BURUN SiSTEMLERI

Gordiigiimiiz ya da duydugumuz seyleri tarif etmek bizim i¢in oldukca kolaydir. Ancak,
algiladigimiz kokuyu isimlendirmekte ¢ogu zaman giicliik cekeriz. Onu bagka bir
kokuya benzeterek ya da onun bizde uyandirdig: hisleri tasvir ederiz. Ornegin, firindan
yeni ¢ikmis kurabiye kokusu olarak algiladigimiz kokunun kaynagi kurabiyeye ait

ucucu koku molekiilleridir.

Koku, aslinda nesnelerden buharlasan kimyasal molekiillerdir. Koku alma islemi,
havadaki kimyasal molekiillerin belirlenip algilanmasma dayanmaktadir. Sekil 2. 1 de
memeli burnu ile insan burnu arasindaki benzerlikler gosterilmektedir. Memeliler bir
nesneyi kokladiginda burna giren koku molekiilleri koku algilayicilar tarafindan tutulur
ve baglanirlar. Bu baglanma sonucunda, algilayici hiicreler koku molekiillerinin cinsine

gore uyarilirlar. Uyarim sonucu olusan sinyal koklama soganina iletilir. Tanima islemi
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bir egitim ile 6grenmeye baglh olarak gerceklesir. Uyarim sinyali daha dnce rastlanmis
ve bilinen bir uyarim sinyali ise beyinde tanima gerceklesir. Eger ilk defa karsilasilan
bir uyarim ise bir ‘ilk’ olarak beyne kaydedilir. Uyarim sinyali sonucu bir eylem
gerekiyorsa beyinde o eylem karart verilir. EB sisteminde ise koku algilayicilarinin
(receptors) yerini kimyasal sensorler, koklama soganinin yerini elektronik karar verme
sistemi alir. Elektronik koku algilama sisteminde koku molekiilleri sensor dizisi
tarafindan algilanir. Sensor dizisi ¢ikisinda maruz kaliman kokuya bagh bir sekilde
olusan elektriksel sinyaller degisik yontemlerle analiz edilerek koku kimliklendirilir ve
boylece sistem o kokuyu tanima adina egitilmis olur. Sistem degisik kokulara maruz
birakilarak genis bir egitime tabii tutulabilir. Bu sayede daha sonra algilanan kokular

sistem tarafindan siniflandirilabilir (123).

7. Temizleme Memeli burnu Elektronik burun
Giste
6. Eylem Korteks & & 4 4844354
] (l Sonug
.1.;':1 Ay XL &R
5. Tamima Koklama™| . | | & Degisik
& B Yomtemler
soZani
4. fletim prifiyan:)
3. Uyarmm :
Kimyasal
2. Algilama ve sensdr
Baglama dizisi
1. Koklama 4 Koku "

Sekil 2. 1. Memeli burnu ile EB arasindaki benzerlikler (123)

Insanlar binlerce farkli kokuyu birbirinden ayirt edebilme kapasitesine sahiptirler. Insan
burnu Tablo 2. 2’ye gore elektronik buruna iistiindiir. Ama insan burnunun bazi zayif
yonleri de vardir. Omegin, insan burnu, karbon monoksit ve karbondioksit gibi bazi
gazlarin kokularin1 veya kokunun i¢inde bulunuldugu durumlarda yorgunluk sebebiyle
bir siire sonra ortamdaki gazi algilayamamaktadir. Bunun disinda insan burnu, kisiye

bagimlilik (subjectivity) da gostermektedir (123).
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EB sisteminin en 6nemli 0zelligi, koku cesitlerini ¢cok kisa bir siire igerisinde insan
burnundaki hassasiyet derecesinde algilayip ayristirabilmesi ve sonucu objektif olarak
sunmasidir. EB sistemleri yillarca ayni is1 gorebilmekte ve insan burnunun
algilayamadigr gazlart kullandiklari sensor dizisine bagli olarak rahatlikla

algilayabilmektedir (123).

Tablo 2. 2. EB sisteminde insan burnu yerini alan elemanlar (123)

Tammlayici insan Burnu Elektronik Burun
Algilayict Alici néron Sensor/transducer
Aktiflik Koku alma genleri Kaplama
Algilayici sayisi 10.000.000 reseptor | 6-30 sensor (dizi)
Sinyal isleme modiilii | Glomeruli Mikrodenetleyici
Tanimlama modiilii Beyin Bilgisayar
Duyarlilik Ppt Ppm

Segicilik 10000~20000 koku | < 50 koku

2.7.1. EB Sisteminin Uygulama Alanlar

EB cihazlari, kokularin ve ugucu organik bilesiklerin analizinde kullanilmaktadir. Bu
cihazlar bir dizi kimyasal sensor icermektedirler. Kimyasal sensorler, kimyasal algilama
yiizeyi ve kimyasal etkilesimi elektriksel isarete doniistiirme birimi olmak iizere iki

kisimdir (124).

Literatiirde EB sisteminin uygulandig alanlar, gida, cevre sagligi, tip ve son yillarda dis
hekimligidir.

Gida alaninda elektronik burun sistemi, peynirlerin ve meyvelerin kokularinin
incelenmesi, olgunlagmasinin tespiti ve tazeliginin kontroliinde (125- 127), kahve ve
tahillarin  kalite smiflandirmasinda (128- 131), bitkisel yaglarin ve iceceklerin
smiflandirmasinda (132- 135), balik ve et gibi iiriinlerin tazeliginin tespitinde (136, 137)

kullanilmistir.
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Cevre sagligi alaninda; i¢gme sularmin kalite kontroliinde (138), atik sularin
biyokimyasal durumunun izlenmesinde (139), cevre kirliligini izlemede (140), i¢

mekanlardaki hava kalitesinin izlenmesinde (141) kullanilmustir.

T1p alaninda; elektrik burun sistemi; bosaltim sistemi enfeksiyonlarinin algilanmasinda
(142), nefes oOrneklerinden solunum enfeksiyonlarinin tespitinde (143), akciger

kanserinin teshisinde (144), bobrek hastaligi teshisinde (145) kullanilmistir.

Ayrica, kulak-burun-bogaz ve g6z enfeksiyonlarina sebep olan bakterilerin
siiflandirilmasinda (146, 147) ve kulak-burun-bogaz enfeksiyonunun klinik olarak
teshisinde (148), hastane ortamindaki Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinin
tespitinde (149), mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda (150), koliform bakterilerin
algilanmasi ve ayirt edilmesinde (151), anaerop bakterilerin ayirt edilmesinde (152)

kullanilmustir.
EB teknolojisi, dis hekimligi alaninda heniiz cok az sayida kullanim alan1 bulmustur.

Tanaka ve ark. (153) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, agiz kokusunu klinik olarak
degerlendirmek i¢in organoleptik 6l¢iim, EB sistemi ve gaz kromatografisi kullanarak
EB sistemi ile elde edilen sonuclarin agiz kokusunun klinik degerlendirilmesinde yararl
olabilecegini belirtmislerdir. Bu arastiricilar yukaridaki ¢alismadan sonra 2005 yilinda
diger bir arastirmalarinda (154), EB sistemi kullanilarak elde edilen mutlak degerin,
agiz kokusunun klinik olarak degerlendirmesinde uygun bir yontem olabilecegi

sonucuna varmislardir.

Yamada ve ark. (155) 2007 yilinda kok kanal iceriginin kokusunu EB sistemi
kullanarak degerlendirmisler, ayn1 zamanda kok kanallarindan izole edilen bakteriler ile
kok kanal kokusu arasindaki iligkiyi degerlendirilmislerdir. Koku analiz verileri, klinik
semptomlar ve izole edilen bakteri tiirleri arasinda iligki goriilmiis, bunun sonucu
olarak, EB sisteminin kok kanal kokusunun objektif olarak degerlendirilmesinde yararl

olabilecegi fikrini ortaya atmiglardir (155).

EB sistemlerinin endodontik enfeksiyonlarda algilayabilecegi kokularin kaynagi,
bakterilerin, enfekte kok kanallarinda proteinleri parcalamalari ve metabolizmalari
neticesinde aciga c¢ikan ucucu siilfiir bilesikleri, indol, skatol, amin, fenol, piridin ve

amonyak gibi metabolitlerdir.
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Tablo 2. 3. Oral kavitedeki ugucu organik bilesikler (156)

Oral kavitedeki ucucu organik bilesikler
1) Siilfur bilesikleri
a) Hidrojen siilfiir
b) Metil merkaptan
¢) Methanol
d) Alil merkaptan
e) Dimetil siilfiit
f) Dimetil distilfit
g) Dimetil trisiilfit
2) Kisa zincirli yag asitleri
a) Propiyonik asit
b) Butirik asit
¢) Valerik asit
d) izokaproik asit
e) Kaproik asit
f) 2-3 etil butirik asit
g) Lorik asit
h) Miristik asit
3) Poliaminler
a) Kadaverin
b) Putresin
4) Alkoller
a) 1 epoksi 2 propanol
5) Fenil bilesikleri
a) Indol
b) Skaltol
¢) Piridin
6) Alkaninler
a) 2 metil propan
7) Ketonlar
8) Nitrojen igeren bilesikler
a) Ure

b) Amonyak
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Tablo 2. 3, oral kavitedeki cesitli ucucu organik bilesikleri gostermektedir. Oral
kavitede bulunan bazi mikroorganizmalarla, metabolizmalar1 sonucu agiga c¢ikan
hidrojen siilfit ve metil merkaptan gibi kotii kokuya neden olan ugucu siilfiir
bilesiklerinin iliskisi Tablo 2. 4’te gosterilmistir (156). Hidrojen siilfir ve metil
merkaptan agizdaki ugucu siilfiir bilesiklerinin %90’ 11 olusturmaktadir (157).

Bu mikroorganizmalardan bazilar1 ayn1 zamanda enfekte kok kanal patojenleri arasinda

yer almaktadir.

Tablo 2. 4. Oral kavitede ugucu siilfiir bilesikleri lireten bakteriler (156).

Oral kavitede ucucu siilfiir bilesikleri iireten bakteriler

Sisteinden hidrojen Metioninden metil Serumdan hidrojen | Serumdan metil
stlfuir merkaptan stlfir merkaptan
P. anaerobius F. nucleatum* P. intermedia P. gingivalis*
. . Fusobacterium .. .
Micros prevotti . . Prevotella loescheii | T. denticola
periodonticum
Eubacterium limosum Eubacterium spp.* P. gingivalis P. endodontalis
Bacteroides spp. Bacteroides spp. T. denticola
Centipedia periodontii
Selenomonas artermidis

*Bu ¢alismada kullanilan bakterilerden bazilaridir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi’nin cesitli birimlerinin isbirligi ile gerceklestirildi. Bu
birimler; Dis Hekimligi Fakiiltesi’nin Dis Hastaliklar1 ve Tedavisi Anabilim Dali,
Eczacilik Fakiiltesi’'nin Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Miihendislik
Fakiiltesi’nin Elektrik Elektronik Miihendisligi Boliimii’diir.

Bu calismada iki uygulama gerceklestirilmistir. Bunlar asagida sirasiyla agiklanmustir.

Birinci uygulama:

Bu uygulama, farkli konsantrasyonlardaki mikroorganizma siispansiyonlarinin
konsantrasyon farki gozetilmeksizin tiirlerine gore siniflandirilmasi amaciyla yapildi.

3.1. KOKU VERILERININ ALINMASI VE EN SiSTEMININ EGiTiMi

Birinci uygulamanin ilk asamasinda, bes bakteri (E. faecalis, F. nucleatum, P.
gingivalis, P. alactolyticus, S. sanguinis) ve 2 maya (C. albicans, C. glabrata) olmak
izere toplam 7 mikroorganizma susu kullanildi. C. glabrata, RSKK (Refik Saydam
Kiiltiir Koleksiyonu)’den, C. albicans, E. faecalis ve P. gingivalis, ATCC (American
Type Culture Collection)’den ve F. nucleatum, P. alactolyticus, S. sanguinis, DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’den elde edilen standart

suslardir. Calisilan mikroorganizma tiirleri, iireme ortamlari, ekim yapilan besiyerleri,
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inkiibasyon kosullar1 ve standart sus numaralar1 Tablo 3. 1°de verilmistir. Kiiltiirde
iretilen mikroorganizmalarin tiirbidometre cihazi (BD, PhoenixSpec, Nephelometer,
USA) (Sekil 3. 1) kullanilarak 4 ml serum fizyolojik iceren agzi kapakli steril cam
tiiplerde, 4 McFarland (12x10° cfu/ml) standart bulaniklikta siispansiyonlart hazirland.
Kiiltiirde iiretilen baz1 mikroorganizmalarin uygun besi yerlerindeki goriintiileri Sekil 3.
2, Sekil 3. 3 ve Sekil 3. 4’te bulunmaktadir. Hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlari
standart Olciilerde steril cam tiipler igerisinde diliie edilerek, her bir mikroorganizmanin
12x10° , 12x10% ve 12x10' cfu/ml konsantrasyonlar1 elde edildi. Daha sonra hazirlanan
ilk siispansiyon ile birlikte diliie formlar da dahil olmak iizere toplam 4 farkh

konsantrasyondaki siispansiyonlarin elektronik burun cihazi ile koku alma islemine

gecilip, EB sisteminin egitimine baslandi.

Tablo 3. 1. Calisilan mikroorganizma tiirleri ve 6zellikleri

Grup Mikroorganizma Tiirii Ureme Kiiltiir inkiibasyon | Standart
no & ortami besiyerleri kosullar1 Sus No
. Sabouraud 24-48 saat ATCC
! €. albicans Maya Aerop dextrose agar 37°C 90028
Gr (+) Sleats
2 E. faecalis Fakiiltatif Kanl agar 24 sa at ATCC
Bakteri anaerop 37°C 29212
3 C. glabrata Mava Aero Sabouraud 24-48 saat RSKK
(Torulopsis glabrata) Y P dextrose agar 37°C 04019
4 giin 37 °C,
4 | 'S saneuinis Gr(+) | Fakiltatif | Triptik soy DSMZ
B Bakteri | anaerop agar %5 CO, 20567
37°C
Gr(-) inti 4-6 giin
5 F. nucleatum Anaerop Triptik soy ];gi\gg
Bakteri agar 37 °C
Gr (+) . oo
6 P. alactolyticus Anaerop Triptik soy 4-6 gun DSMZ
Bakteri agar 37°C 3980
o Gr (-) Non-selektif 4-6 giin ATCC
7 P. gingivalis Anaerop anaerop S
Bakteri besiyeri 37°C 33277




Sekil 3. 1. Tiirbidometre cihazi

Sekil 3. 2. Kiiltiirde iiretilen C. albicans’in SDA ‘daki goriintiisii
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Sekil 3. 3. Kiiltiirde iiretilen E. faecalis’in kanh agardaki goriintiisii

Sekil 3. 4. Kiiltiirde tiretilen P. gingivalis’in non-selektif besi yerindeki goriintiisii
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Mikroorganizma Kkiiltiirlerinin  kokularina gore siniflandirilmasinda Cyranose 320
(Smiths Detection, Hertfordshire, UK) adli elektronik burun cihazi kullanild1 (Sekil 3.
5). Tasmabilir boyutlara sahip olan bu cihaz, 32 adet karbon-polimer sensor
icermektedir. Bu sensorler kokuya maruz kaldiklarinda diren¢ degerlerinde degisim
meydana gelmektedir. Sensorlerin direng degerleri, gercek zamanli olarak bilgisayara
aktarildi. Elektronik burun cihazi ile koku verileri alinmaya baslamadan Once, her
numune (cam tiip) kapag1 acilarak 5 dakika agzi kilitli bir naylon torbada bekletildi. Bu
sayede numunenin kokusu torba icine dagildi ve dis etkilerden izole edildi.
Mikroorganizmalarin kokularinin karigmasi olasiligina karsi her bir mikroorganizma
tirii farkli giinlerde calisildi. Daha sonra elektronik burun cihazinin probu torba

icerisine gecirilerek verilerin alinmasina baglandi.

Sekil 3. 5. Cyranose 320 EB cihazi

Veri setinde 7 farkli mikroorganizma tiiriiniin koku verileri mevcuttu. Her bir
mikroorganizma tiirii icin 4 ayr1 konsantrasyonda (12x10°, 12x10°, 12x10° ve 12x10"
cfu/ml) numuneler hazirlandigindan toplam 28 numune iizerinde calisildi. Tim
numunelerden elektronik burun cihazi ile 5’er koku verisi (sample) alindi. Birinci

asamada her bir numuneden alinmis olan 5 koku verisinden en yiiksek direng
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degisimlerini gosterdigi icin sadece ilk koku verisi dikkate alindi. Veriler alinirken
elektronik burun cihazmin tiim sensorleri (32 sensor) aktif halde tutuldu. Her bir koku
verisi, elektronik burun cihazindaki her sensoriin direng degisimlerini iceren 74 okuma
satirindan (40 saniye icerisindeki okuma sayis1) meydana geldi. Dolayisiyla her koku
verisi 74x32’lik bir Ryumpie matrisi olusturdu. Bu verideki her bir siitun bir sensore
karsilik gelen, koku alma siiresince o sensoriin anlik diren¢ degerlerini gostermektedir.
Sekil 3.6’da C. albicans’a ait 12x10° cfu/ml yogunluktaki numuneden alman ilk koku
verisinin, en fazla degisim gosteren 3 sensore gore grafigi goriilmektedir. Bu grafik,
sensoOrlerin baglangi¢ diren¢ degerlerinin cok farkli olmasindan dolay1 ortalamalar

cikartilarak elde edilmistir.
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Sekil 3. 6. C. albicans’a ait bir numuneden alinan ilk koku verisinin, en fazla
degisim gosteren 3 sensore gore grafigi

Bir koku verisinin alimi toplam 40 saniye siirdii. Bunun ilk 10 saniyesinde cihaz
sensorlerini ortam havasi ile temizledi, sonraki 20 saniye boyunca numunenin kokusunu

ald1 ve son 10 saniyede de tekrar sensorlerini ortam havasi ile temizledi.
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Her bir koku verisine 3 farkli sensor modeli uygulanmistir. Asagidaki sensor model
ifadelerinde, i = 1,2,..,28 mikroorganizma veri setini olusturan koku verisini temsil

etmektedir.

® Fark modeli: Sensorlerin maksimum ve referans direng degerleri arasindaki fark

X, =R™ _R =AR )

sample

e  Oransal fark modeli: Fark modelinin referans diren¢ degerine orani

x =AR/R, 2)

¢ Normalize oransal fark modeli: Oransal fark modelinin en fazla degisim gosteren

sensOre gore normalizasyonu

x, =(AR/R,)/(AR/R,)™ 3)

Sensorlerin referans direnc degerleri ile ilgili olarak, her koku verisinin 3 farkli bolgesi
incelenmistir:

e Referans-1: Verideki sensorlerin minimum degerleri referans kabul edilerek

RO = Ri:;i':tlple (4)

e Referans-2: Verideki sensorlerin ilk degerleri referans kabul edilerek

_ first
RO - Rsample (5)

e Referans-3: Verinin, cihazin kokuyu icine almaya baslamadan onceki son sensor

degerleri referans kabul edilerek
R, =R[" (6)
Boylece 7 mikroorganizmaya ait koku verilerine, farkli 6n isleme metotlar1 uygulanarak
9 ayn veri seti elde edildi. Tablo 3. 2’de uygulanan 6n isleme metotlarinin esitlikleri ve
isimlendirmeleri verilmektedir. Ayrica bu veri setlerine, 2 farkli boyut azaltim yontemi

uygulandi. Bunlar;
e Standart sapmaya gore en fazla degisim gosteren 3 sensor secilerek,

e Temel bilesenler analizi (Principal Component Analysis) uygulanarak, ilk 3

temel bilesenin goz Oniine alinmasi ile gergeklestirildi.
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Tablo 3. 2. Koku verilerine uygulanan 9 ayr1 6n isleme metodu

Sensor referans degeri | Sensor modeli Isimlendirme
__ pmax min
Ref: 1 X = Rmmple _Rsample datalr
crerans- - -
min x, =R —R™ )/ R =AR datal
Ro = R sample i sample sample sample
x; = AR/(AR)™ nordatal
— o max first
Ref: ) X = Rmmple - Rref data2r
crerans-
d irst st
R - Rﬁmtl 'xi = (R;E:z};)le_er;;v )/erj;" = AR data2
o sample
x; = AR /(AR)™ nordata2
— Jmax final
Ref: 3 X = Rmmple - Rref data3r
ererans-
inal inal
R, = R7™ % =R, ~RED/RET=AR | daw3
o re
x; = AR/(AR)™ nordata3

Sonugta ¢aligmanin ilk asamasinda, yukarida bahsedilen on-isleme metotlar1 ve boyut
azathhm yontemleri kullanilarak 18 ayr1 veri seti olusturuldu. Her bir veri seti, 7

mikroorganizmaya ait 28 gézlemden meydana gelmektedir.

Ikinci asamada, 7 farkli mikroorganizmanm 4 farkli konsantrasyondan beser koku
verisi alinarak, cihazin hangi konsantrasyona daha duyarli oldugunun belirlenmesi
amaclandi. Bu asamada her bir numuneden alinmis olan 5 koku verisinin tamami

dikkate alindi. Toplamda her konsantrasyondan 35 koku verisi tizerinde ¢alisildi.

Ik asamada uygulanan 6n-isleme metotlar1 ve boyut azatlim yontemleri bu asamada da
kullanilarak 18 ayr veri seti elde edilmistir. Her bir veri seti, 7 mikroorganizmaya ait 35

gozlemden meydana gelmektedir.

ikinci uygulama:

Bu uygulama, sabit konsantrasyondaki mikroorganizma siispansiyonlarinin tiirlerine

gore siniflandirilmasi amaciyla yapildi.

3.2.DISLERIN HAZIRLANMASI VE KOKU VERILERININ ALINMASI

Calismanin ikinci uygulamasinda 105 adet iist santral kesici insan disi kullanildi. Disler
cekildikten sonra deney baslangicina kadar serum fizyolojik icerisinde bekletildi.

Calismada kullanilacak olan disler 30 dakika %35,25’lik NaOCl icerisinde bekletildikten
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sonra, iizerindeki yumusak ve sert eklentiler kretuar yardimiyla temizlendi. Disler kok
boylarinin standart olmas i¢in elmas separe yardimiyla ve su sogutmasi kullanilarak
apeksten 14 mm uzaktan kesildi. Elde edilen koklerin ¢calisma boyunun tespit edilmesi
icin 15 numarali K tipi kanal egesi apikal foramenden gozle goriiniir hale gelinceye
kadar kanal igerisinde ilerletildi ve elde edilen boyuttan 1 mm ¢ikartilarak ¢calisma boyu
tespit edildi. Tiim Orneklerde master apikal ege “finishing file No.5” olacak sekilde
ProTaper nikel titanyum egeler (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Swiss) kullanilarak
prepare edildi. Her ege kullanimindan sonra kanallar 2 ml %5,25 lik NaOCl ile irrige
edildi. Koronal genisletme Gates-Glidden frezlerle saglandi. Prepare edilen koklerde
olusan smear tabakasini kaldirmak i¢in 3 ml %17’lik EDTA ve sonrasinda 5 ml
%5,25’lik NaOCl ile irrigasyon yapildi. Final irrigasyon i¢in distile su kullanildi.
Prepare edilen koklerin apikal 7 mm’lik kismu iki kat tirnak cilasi ile kaplanarak

tamamen kurumalari icin 24 saat bekletildi.

Hazirlanan numuneler, eppendorf sporuna yerlestirilmis 1,5 ml’lik plastik eppendorf
tiipleri icerisinde (Sekil 3. 7) otoklavda 1 atm. basingta 121 °C’de 45 dakika siire ile
steril edildi. Sterilizasyonun kontrolii kimyasal integratér (3M Comply 1243 SteriGage,
US) ile yapildu.

Sekil 3. 7. Hazirlanan numunelerin eppendorf tiipler icerisindeki goriintiisii
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Tiim mikroorganizmalar ¢aligmanin birinci uygulamasinda oldugu gibi belirtilen kati
besi yerlerinde iiretildi. Daha sonra her bir mikroorganizmanin, serum fizyolojik iceren
agz1 kapakli steril cam tiiplerde, 1.5x10® cfu/ml (0.5 McFarland) konsantrasyondaki
stispansiyonlart hazirlandi. Calismanin her iki uygulamasinda da mikroorganizmalar ile
ilgili yapilan biitiin islemler steril sartlar altinda biyolojik giivenlik kabini (MN 120,
Niive, Tiirkiye) icerisinde gerceklestirildi.

Her mikroorganizma icin 11 adet egitim ve 4 adet test verisi alinmak iizere toplam 15

adet dis kullanildi.

Mikroorganizma siispansiyonlar1 steril edilen dislerin kok kanallar1 icerisine, dentin
tiibiillerine difiize olmasina izin vermek amaciyla, her seferinde 2’ser ul olacak sekilde
toplam 20 ul dagitildi. Daha sonra elektronik burun cihaziyla koku verisi alma
islemlerine gecildi (Sekil 3. 8). Veri alma islemleri her mikroorganizmanin egitim ve
test gruplart ig¢in ayr1 giinlerde calismanin birinci asamasindaki gibi yapilarak

tamamlandi.

Sekil 3. 8. EB cihaziyla koku verisi alma islemi

Her bir numuneden elektronik burun cihazi ile 5 koku verisi (sample) alinmis olup ilk

koku verileri dikkate alinmstir.
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Elektronik burun cihazi ile veri toplarken ayni zamanda ortam sicakligi da
kaydedilmektedir. Sensorlerin degisimine sicaklik degisimleri etki etmektedir.
Numunelerin sicaklik degisimleri Sekil 3. 9°da verilmistir. Bu grafige gore 29-32 °c
araligl disindaki verilerin ¢ikarilmasiin daha saglikli smiflandirma sonuclar verecegi
diistiniilmiistiir. Grup-4 (S. sanguinis) ve Grup-5 (F. nucleatum) in egitim ve test
verilerinin alinmasi esnasmdaki sicaklik uyumsuzlugu nedeniyle bu mikroorganizmalar
daha sonra veri setinden cikarilmistir. Sonug¢ta 5 mikroorganizma igin toplam 55

numune egitim i¢in, 20 numune de test i¢in ayrilmstir.

35 T T T T T T
[
|

Egifim numuneleri Test numuneleri

24

S 8 1
T1,T2T3,T4,T5,T7,T6,

I
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|
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32
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|
|
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|
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L
|
|
|
|
|
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4 ————}

Sicaklik (oC)

268

25 | 1
20 40 &0

Numuneler

Sekil 3. 9. Mikroorganizma numunelerinin sicaklik degisimleri

Numunelerden elde edilen koku verilerine, 6nceki ¢calismadaki on-isleme metotlarindan
basarili olanlar uygulanarak cesitli veri setleri elde edildi. Bu veri setlerinin, Yontemler
kisminda belirtilen siniflandirma metotlar1  kullanilarak simiflandirma  basarilari

hesaplandi.
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Yontemler: Gerceklestirilen bu 3 ayn calismada veri setlerine, Ayirma Analizi
(Discriminant Analysis - AA), Destek Vektor Makineleri (Support Vector Machines -
DVM) ve Radyal Tabanli Fonksiyon Ag1 (RBF - Radial Basis Function) smiflandirma

metotlart uygulandi.

AA, veri setindeki degiskenlerin k sayida gruba ayrilmasini saglayan ve veri setini
olusturan birimlerin gercek gruplarina, siniflarina optimal diizeyde atanmalarmi

saglayacak fonksiyonlar tiireten bir yontemdir (158).

DVM, siniflandirma ve dogrusal olmayan fonksiyon yaklasimi problemlerinin ¢oziimii
icin gelistirilmis egiticili bir 6grenme metodudur. Son yillarda daha yaygin olarak
kullanilmaya baslanan DVM, yaz1 tanima, nesne tanima, ses tanima ve yiiz tanima gibi
Oriintli tanima uygulamalarinda kullanilmaktadir (159). Destek vektor makineleri
temelde dogrusal olarak ayirt edilebilen iki sinif problemlerin ¢6ziimiinden yola c¢ikarak
dogrusal olarak ayirt edilemeyen veya cok smifli problemlerin ¢oziimii icin
genellestirilebilir  (160). Dogrusal olarak ayirt edilemeyen siiflar cekirdek

fonksiyonlar1 (kernel functions) kullanilarak siniflandirma islemi gerceklestirilebilir.

DVM temelde ikili siniflandiric1 oldugundan ¢ok sinifli problemleri ¢6zmek icin genel

olarak 2 yontem mevcuttur:

1. Bir sinifa karsilik diger sinifa ait verilerin siniflandiriciya verilmesi (One versus

rest). Bu durumda n sinif i¢in n adet siniflandirma islemi yapilmaktadir.

2. Smiflarn ikili olarak birbirleri ile karsilagtirilmasi (One versus one). Bu

durumda ise n sinif icin nx(n-1)/2 adet siniflandirma islemi yapilmaktadir.

RBF, cok boyutlu uzayda egri uydurma yaklagimidir (161). RBF’nin egitimi ise, ¢cok
boyutlu uzayda egitim verilerine en uygun bir yiizeyi bulma problemi seklinde

tanimlanabilir (162).

Calismanin gere¢c ve yonteminde yapilan uygulamalari maddeler halinde 6zetleyecek

olursak;

Birinci uygulama:

Bu uygulama 2 asamada gerceklestirilmistir. ilk asama, farkli konsantrasyonlardaki
mikroorganizma siispansiyonlarinin konsantrasyon farki gozetilmeksizin tiirlerine gore

simiflandirilmas1 amaciyla yapildi.
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[k asamanin safhalarini sirasiyla yazacak olursak;

1.

Bu asamada her mikroorganizmadan 4’er koku verisi olmak iizere toplam 28
koku verisi lizerinde ¢alisilmistir.

Her bir koku verisi 74x32’lik matris formundadir.

Koku verilerine, 3 farkli sensor modeli ve 3 farkli sensor referans degeri ile
toplamda 9 ayr1 6n isleme metodu (pre-processing method) uygulanmistir. Bu 6n
isleme metotlarinin siniflandirma basarisina etkileri incelenmistir. Uygulanan bu
on isleme metotlar ile 7 mikroorganizmaya ait 28x32’°lik matris formunda 9 ayri
veri seti elde edilmistir.

Elde edilen bu veri setlerinin her birine 2 ayr1 boyut azaltim yontemi uygulanmis
ve dolayisiyla 7 mikroorganizmaya ait 18 ayr1 veri seti elde edilmistir. Boylece

boyut azaltim yontemlerinin de siniflandirma basarisina etkileri incelenmistir.

Ikinci asamada ise; 7 farkli mikroorganizmanin 4 farkli konsantrasyondan beser koku

verisi dikkate alinarak, cihazin hangi konsantrasyona daha duyarli oldugunun

belirlenmesi amaglandi.

Ikinci asamanin safhalarini sirasiyla yazacak olursak;

1.

Bu asamada her konsantrasyon i¢in, her bir mikroorganizmadan 5’er koku verisi

olmak iizere toplam 35 koku verisi iizerinde ¢alisiimistir.
Her bir koku verisi 74x32’lik matris formundadir.

Koku verilerine, 3 farkli sensor modeli ve 3 farkli sensor referans degeri ile
toplamda 9 ayr1 6n isleme metodu uygulanmistir. Bu sensér modellerinin
siiflandirma basarisina etkileri incelenmistir. Uygulanan bu 6n isleme metotlari
ile her konsantrasyon i¢in 7 mikroorganizmaya ait 35x32’lik matris formunda 9

ayri veri seti elde edilmistir.

Elde edilen bu veri setlerinin her birine 2 ayr1 boyut azaltim yontemi uygulanmis
ve dolayisiyla her konsantrasyon icin 7 mikroorganizmaya ait 18 ayr1 veri seti
elde edilmistir. Boylece boyut azaltim yontemlerinin de smiflandirma basarisina

etkileri incelenmistir.
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ikinci uygulama:

Bu uygulama, sabit konsantrasyondaki mikroorganizma siispansiyonlarinin tiirlerine
gore smiflandirilmas1 amaciyla yapildi. Cekilmis steril insan dislerinin kok kanallari

icerisine mikroorganizma siispansiyonlar1 yerlestirildi.
Bu uygulamanin sathalarini sirasiyla yazacak olursak;

1. Bu asamada mikroorganizmalarin 1.5x10® cfu/ml konsantrasyondaki SF iceren
20 uL’lik siispansiyonlari hazirlandi. Her mikroorganizmadan 11’1 egitim ve

4’1 de test i¢in olmak {izere toplam 15 koku verisi tizerinde caligilmistir.
2. Her bir koku verisi 74x32’lik matris formundadir.

3. Koku verilerine, ilk uygulamada basarili oldugu goézlemlenen sensor referans
degeri-1 ve 3 farkli sensor modeli ile toplamda 3 ayn 6n isleme metodu
uygulanmistir. Bu 6n isleme metotlarinin siniflandirma basarisina etkileri
incelenmistir. Uygulanan bu sensor modelleri ile 5 mikroorganizmaya ait 3 ayri

veri seti elde edilmistir.

4. Elde edilen bu veri setlerinin her birine 2 ayr1 boyut azaltim yontemi uygulanmis
ve dolayisiyla 5 mikroorganizmaya ait 6 ayr veri seti elde edilmistir. Boylece

boyut azaltim yontemlerinin de siniflandirma basarisina etkileri incelenmistir.



4. BULGULAR

Birinci uygulamanin ilk asamasinda; gere¢ ve yontemde bahsedilen 6n-isleme metotlari
kullanilarak 18 ayn veri seti olusturuldu. Her bir veri seti, 7 mikroorganizmaya ait 28
gozlemden meydana gelmektedir. AA kullanilarak bu veri setleri 7 gruba
siiflandirilarak degisik On isleme yontemlerinin performanslarn incelendi. AA ile
siiflandirma isleminde lineer, Mahalanobis (mahal) ve ikinci dereceden fonksiyonlar
(quadratic) olmak {iizere 3 ayrn yontem kullanildi. Bu yontemlere gore smiflandirma
isleminde, her bir veri setinin yiizde olarak egitim hata oranlart Tablo 4. 1’de
verilmistir. Bu tablodan goriildiigii {izere, ikinci dereceden fonksiyonlarla
gerceklestirilen AA siniflandirmasi (quad) diger parametrelere gore ¢ok daha iyi
sonucglar vermistir. Sensorlerin referans diren¢ degerlerinin hatay1 etkiledigi
goriilmiistiir. Verilerin ilk sensor okuma degerleri referans kabul edilerek (referans- 2)
olusturulan veri setlerinin (data2r, data2, nordata2) siniflandirma hatalarinin, diger
referans degerleri ile olusturulan veri setlerine gore yiiksek oldugu anlagilmistir. On
isleme metotlarinda kullanilan sensér modellerinin (fark, oransal fark ve normalize fark
modelleri), siniflandirma hatasin1 etkiledigi goriilmiistiir. Veri setinin kiigiikliigii

yiiziinden test i¢in bu asamada veri ayrilmadi.
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Tablo 4. 1. Veri setlerinin AA ile 7 gruba siniflandirilmasindaki egitim hata oranlar1 (%)

Boyut azaltmi yapilmis Egitim Simmiflandirma Hata Oram (%)

veri setleri Lineer mahal quad
sd_datalr 28.57 10.71 0.00
pca(datalr) 32.14 14.29 3.57
sd_datal 39.29 3.57 0.00
pca(datal) 2143 10.71 3.57
sd_nordatal 28.57 7.14 3.57
pca(nordatal ) 28.57 14.29 7.14
sd_data2r 39.29 2143 17.86
pca(data2r) 39.29 17.86 10.71
sd_data2 32.14 10.71 7.14
pca(data2) 35.71 2143 17.86
sd_nordata2 35.71 14.29 3.57
pca(nordata2 ) 42.86 14.29 14.29
sd_data3r 28.57 10.71 3.57
pca(data3r) 39.29 7.14 3.57
sd_data3 35.71 7.14 3.57
pca(data3) 2143 7.14 3.57
sd_nordata3 25.00 10.71 3.57
pca(nordata3 ) 32.14 3.57 0.00

Calhismanin ikinci asamasinda, 7 farkli mikroorganizmanin 4 farkli konsantrasyondan
beser koku verisi dikkate alinarak, cihazin hangi konsantrasyona daha duyarh
oldugunun belirlenmesi amaclandi. Her konsantrasyon i¢in toplam 35 koku verisi
tizerinde calisildi. Bu koku verilerine ilk asamadaki on isleme metotlar1 ve boyut
azaltim yontemleri uygulanarak 18 ayn veri seti elde edildi. AA ve DVM kullanilarak
bu veri setleri 7 mikroorganizma grubuna smiflandirilmis ve degisik On isleme
metotlarinin performanslari incelendi. Veri setinin kiiciikliigii yliziinden bu asamada da

test i¢in veri ayrilmadi.
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AA ile smiflandirma isleminde; lineer, Mahalanobis ve ikinci dereceden fonksiyonlar
(quadratic) olmak iizere 3 ayrt metot kullanildi. Bu metotlara gore smiflandirma
isleminde, her bir veri setinin yiizde olarak egitim hata oranlar1 Tablo 4. 2’de

verilmistir. Bu tablodan asagidaki sonuclar ¢ikarmak miimkiindiir:

e Konsantrasyon azaldik¢a siniflandirma hata oranlar1 artmaktadir.

e Sensorlerin referans diren¢ degerlerinin hatay: etkiledigi goriilmiistiir. “Sensor
referans degeri-17”, diger referans degerlerine nazaran daha basarili sonuclar
vermektedir.

e Ikinci dereceden fonksiyonlarla yapilan smiflandirma, diger metotlara gore daha
iyi sonuglar vermektedir.

e Sensor modellerinin ve boyut azaltim yoOntemlerinin siniflandirma hatasini

etkiledigi goriilmektedir.

DVM ile siniflandirma isleminde; DVM (1-r) ve DVM (1-1) olmak iizere 2 ayr1 yontem
kullanildi. Bu yontemlerin her biri 2 farkli metoda gore (lineer ve ikinci dereceden
fonksiyonlar) incelenmistir. Bu metotlara gore siniflandirma isleminde, her bir veri
setinin yiizde olarak egitim hata oranlar1 Tablo 4. 3’de verilmistir. Bu tablodan

asagidaki sonuclar1 ¢ikarmak miimkiindiir:

e Konsantrasyon azaldik¢a siniflandirma hata oranlar1 artmaktadir.

e Sensorlerin referans direng degerlerinin hatayr etkiledigi goriilmiistiir. “Sensor
referans degeri-1”, diger referans degerlerine nazaran daha basarili sonuclar
vermektedir.

e DVM (I-1) yontemi ile yapilan siniflandirma DVM (1-r)’e gore daha basarilidir.
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Konsantrasyon 1078 cfu/ml 1075 cfu/ml 1073 cfu/ml 1071 cfu/ml
Veri seti linear | mahal | quad | linear | mahal | quad | linear | mahal| quad | linear | mahal | quad
Sensor |datatr 14.29 | 2.86 0.00 | 25.71 | 5.71 0.00 | 31.43 | 5.71 2.86 ] 20.00 | 8.57 2.86
referans pca(datair) 5.71 0.00 0.00 | 25.71 | 5.71 2.86 | 22.86 | 5.71 0.00 | 17.14 ] 11.43 | 5.71
degeri-1 |data1 17.14 | 8.57 2.86 | 25.71 | 2.86 571 | 25.71 | 5.71 2.86 5.71 2.86 0.00
R = Rm» pca(datal) 5.71 2.86 0.00 | 17.14 | 0.00 0.00 | 34.29 | 8.57 8.57 1 20.00 | 5.71 0.00
© " Inordatat 11.43 [ 17.14 | 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 22.86 | 857 | 571 | 857 | 2.86 | 5.71
pca(nordatal ) 11.43 | 17.14 | 0.00 0.00 0.00 0.00 | 22.86 | 2.86 2.86 | 11.43| 5.71 2.86
Toplam Hata | 65.71 | 48.57 | 2.86 | 94.29 | 14.29 | 8.57 |160.00| 37.14 | 22.86 | 82.86 | 37.14 | 17.14
Sensor |data2r 34.29 | 8.57 2.86 | 1714 | 857 | 11.43 | 22.86 | 5.71 857 |1 25.71 | 17.14 | 11.43
referans |pca(data2r) 31.43 | 0.00 0.00 | 1714 | 857 | 11.43 ]| 31.43 | 14.29 | 857 | 34.29 | 28.57 | 22.86
degeri-2 |data2 17.14 | 2.86 0.00 | 17.14 | 0.00 0.00 | 37.14 | 1429 | 17.14 ] 20.00 | 14.29 | 14.29
R = R/™ pca(data2) 20.00 | 2.86 2.86 | 14.29 | 5.71 2.86 | 34.29 | 2.86 2.86 | 25.71 | 8.57 2.86
¢ e Inordata2 1429 | 5.71 5.71 8.57 2.86 2.86 | 22.86 | 2.86 2.86 5.71 2.86 2.86
pca(nordata2 ) 1429 | 8.57 0.00 8.57 2.86 0.00 | 1429 | 857 5.71 1429 | 8.57 2.86
Toplam Hata |131.43]| 28.57 | 11.43 | 82.86 | 28.57 | 28.57 | 162.86| 48.57 | 45.71 | 125.71| 80.00 | 57.14
Sensor |data3r 20.00 | 5.71 0.00 | 28.57 | 0.00 2.86 | 28.57 | 8.57 2.86 | 25.71 | 1429 | 5.71
referans |pca(data3r) 8.57 0.00 0.00 | 31.43 | 5.71 0.00 | 25.71 | 8.57 2.86 | 1714 | 11.43 | 11.43
degeri-3 |data3 14.29 | 2.86 0.00 | 20.00 | 0.00 2.86 | 2857 | 11.43 | 5.71 14.29 | 5.71 5.71
R = R/m pca(data3) 5.71 5.71 0.00 | 1714 | 2.86 0.00 | 22.86 | 0.00 0.00 | 11.43 ] 5.71 8.57
¢ """ |nordata3 1143 | 857 | 286 | 2.86 | 2.86 | 0.00 | 20.00 | 8.57 | 857 | 571 | 2.86 | 2.86
pca(nordata3 ) 11.43 | 8.57 0.00 5.71 5.71 5.71 14.29 | 8.57 5.71 8.57 2.86 0.00
Toplam Hata | 71.43 | 31.43 | 2.86 |105.71| 17.14 | 11.43 | 140.00| 45.71 | 25.71 | 82.86 | 42.86 | 34.29
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Tablo 4. 3: Farkli konsantrasyondaki numunelere ait veri setlerinin DVM ile 7 mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki egitim hata oranlar (%)

Konsantrasyon 1078 cfu/ml 1075 cfu/mi 1073 cfu/ml 1071 cfu/mi
et SVM (1-1) SVM (1-1) SVM (1-1) SVM (1-1) SVM (1-1) SVM (1-1) SVM (1-1) SVM (1-1)
et set linear | quad | linear | quad | linear | quad | linear | quad | linear | quad | linear | quad | linear | quad | linear | quad
Sensor |datair 56.73 | 17.14 | 25.31 | 14.29 ]| 73.88 | 34.29 | 59.18 | 25.71 | 73.47 | 42.86 | 71.02 | 45.71 | 74.90 | 34.29 | 61.22 | 20.00
referans |pca(datatr) 28.37 | 2.86 | 7.35 | 0.00 | 36.73| 857 | 22.04| 0.00 | 52.31 | 857 | 1469 | 2.86 | 45.92| 8.57 | 25.92 | 2.86
degeri-1 |datat 44.49 | 1429 | 10.61 | 2.86 | 73.47 | 31.43 | 54.29 | 22.86 | 75.92 | 31.43 | 68.98 | 28.57 | 72.45 | 31.43 | 53.88 | 17.14
R - g™ pca(datat) 29.80| 0.00 | 776 | 2.86 | 36.73| 2.86 | 26.94| 2.86 | 51.29 | 11.43 ] 1510 | 2.86 | 39.18 | 8.57 | 20.00| 2.86
° 7' Inordata1 39.59 | 11.43| 35.71 | 2.86 | 44.49| 571 | 2449 | 857 | 71.43 | 25.71 | 66.94 | 20.00 | 56.33 | 14.29 | 44.90 | 14.29
pca(nordatal ) | 31.22 | 14.29 | 12.65| 2.86 | 29.39 | 0.00 | 9.80 | 0.00 | 48.78 | 11.43 | 11.22| 0.00 | 44.49| 5.71 | 14.69 | 0.00
Toplam Hata |230.20| 60.00 | 99.39 | 25.71 | 294.69| 82.86 | 196.73] 60.00 | 373.20| 131.43| 247.96| 100.00| 333.27| 102.86 | 220.61| 57.14
Sensor |data2r 65.51 | 42.86 | 48.78 | 14.29 ] 73.47 | 25.71 | 56.73 | 22.86 | 73.88 | 42.86 | 68.57 | 34.29 | 72.86 | 31.43 | 52.86 | 28.57
referans |pca(data2r) 58.57 | 857 | 19.59 ]| 0.00 | 41.63 | 11.43 | 27.35| 857 | 54.29 | 25.71 | 24.90 | 2.86 | 54.69 | 25.71 | 43.67 | 5.71
degeri-2 |data2 58.16 | 20.00 | 34.69 | 11.43 | 73.47 | 20.00 | 51.43 | 17.14 ] 71.02 | 40.00 | 61.63 | 25.71 | 66.12 | 37.14 | 48.98 | 25.71
R — p/m |pca(data2) 56.12 | 11.43 | 13.06 | 2.86 | 41.63| 571 | 26.94 | 857 | 50.41 | 11.43 ]| 20.41 | 2.86 | 51.22 | 20.00 | 19.80 | 8.57
° ' \nordata?2 59.59 | 11.43 ]| 38.57 | 5.71 | 48.98 | 14.29 | 31.84 | 1429 | 71.43 | 28.57 | 65.10 | 17.14 ]| 61.63 | 17.14 | 57.14 | 14.29
pca(nordata2) | 48.78 | 20.00 | 18.98 | 5.71 | 36.73 | 5.71 | 12.65| 0.00 | 52.65 | 14.29 | 14.08 | 5.71 | 49.80 | 11.43 | 17.55| 0.00
Toplam Hata |346.73|114.29(173.67| 40.00 | 315.92| 82.86 | 206.94| 71.43 | 373.67| 162.86| 254.69| 88.57 | 356.33| 142.86|240.00| 82.86
Sensor |data3r 56.73 | 17.14 | 23.88 | 14.29 ]| 73.88 | 31.43 | 56.73 | 25.71 | 73.47 | 42.86 | 68.57 | 31.43 ] 73.88 | 37.14 | 61.22 | 34.29
referans |pca(data3r) 23.47 | 571 | 490 | 0.00 | 36.73| 857 | 26.94| 2.86 | 50.82 | 14.29 ]| 15.10 | 2.86 | 51.63 | 17.14 | 25.31 | 5.71
degeri-3 |data3 44.49 | 1429 | 1061 | 571 | 73.47 | 31.43 | 56.73 | 22.86 | 75.92 | 42.86 | 68.57 | 31.43 | 72.45 | 31.43 | 51.43 | 28.57
R, =R r{ffm pca(data3) 3469 | 2.86 | 10.61 | 2.86 | 36.73| 8.57 | 29.39| 857 | 51.22 | 11.43] 1755| 2.86 | 44.90 | 11.43 | 9.18 | 5.71
* |nordata3 3959 | 11.43 | 3429 | 2.86 | 39.18| 857 | 29.39| 571 | 71.43| 25.71 | 59.59 | 17.14 | 56.73 | 11.43 | 47.35| 8.57
pca(nordata3) | 33.67 | 1429 ]| 10.20| 2.86 | 36.73| 571 | 980 | 571 | 49.18 | 1429 | 1490 | 2.86 | 4041 | 571 | 14.49| 0.00
Toplam Hata |232.65| 65.71 | 94.49 | 28.57 | 296.73| 94.29 | 208.98| 71.43 | 372.04| 151.43| 244.29| 88.57 | 340.00| 114.29| 208.98| 82.86
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¢ ikinci dereceden fonksiyonlarla yapilan smiflandirma, lineer metoda gore daha

1yi sonuglar vermektedir.

e Sensor modellerinin ve boyut azaltim yoOntemlerinin siniflandirma hatasmi

etkiledigi goriilmektedir.

Her iki smniflandirma yoOntemindeki hatalarin disiikliigii, veri setinin boyutunun
azligindan dolayi, ikinci uygulamada veri setindeki drnek sayisi artirildi. Ayrica egitim

ve test i¢in ayr1 gruplar olusturuldu.

Ikinci uygulamada, yine gerec ve yontemde bahsedilen 6n-isleme metotlar1 ve boyut
azalttm yontemleri kullanildi. Bu asamada, ikinci asamada basarili oldugu goriilen
“sensor referans degeri—1” dikkate alinmistir. Dolayisiyla 6 ayr veri seti {izerinde
calisilmigtir. Ancak islem sirasindaki sicaklik farkliliklar1 nedeniyle mikroorganizma
sayis1 bu safthada 5’e diisiiriilerek devam edildi. Her bir veri seti, ¢calismada kullanilan 5
mikroorganizmaya ait her bir mikroorganizma icin 11 egitim ve 4 test verisinden

meydana gelmektedir.

AA ile smiflandirma isleminde; birinci asamadaki metotlar kullanildi. Bu metotlara gore
siiflandirmada, egitim ve test veri setlerinin hata oranlar1 Tablo 4. 4’te verilmistir. Bu

tablodan en diisiik stniflandirma test hata oraninin %55 oldugu goriilmektedir.

Tablo 4. 4.Veri setlerinin AA ile 5 mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki egitim ve
test siniflandirma hata oranlar1 (%)

Egitim Hata Oram (%) Test Hata Oram (%)
Veri seti linear mahal quad linear | mahal quad
E datalr 27.27 16.36 16.36 70 70 70
)_;:';n E o pca (datalr) 29.09 14.55 18.18 65 75 75
- =
§ E datal 29.09 23.64 16.36 55 80 90
:g p:° pca (datal) 27.27 18.18 21.82 75 75 75
2
c% nordatal 3091 23.64 23.64 65 80 70
pca (nordatal) 29.09 16.36 16.36 75 65 65
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DVM ile smiflandirma isleminde; DVM(1-1) yontemi uygulanmis olup, birinci

asamadaki metotlara ek olarak Radyal tabanli fonksiyon (Radial Basis Function - RBF)

ve polinom metotlart kullanildi. Bu metotlara gore siniflandirmada, egitim ve test veri

setlerinin hata oranlar1 Tablo 4. 5’te verilmistir. Bu tablodan en diisiik siniflandirma test

hata oraninin %50 oldugu goriilmektedir.

Tablo 4. 5. Veri setlerinin DVM ile 5 mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki egitim ve test
siniflandirma hata oranlar1 (%)

Egitim Hata Orani (%) Test Hata Oram (%)
Veri seti linear | quad | RBF | poly | linear | quad | RBF | poly
- datalr 25.45 20.00 | 18.18 | 9.09 60 65 70 70
=
gn £ pca (datalr) | 23.64 7.27 727 | 1.82 60 55 70 55
% § datal 25.45 14.55 | 16.36 | 16.36 65 60 60 60
S
E :'% pca (datal) | 21.82 1091 | 1273 | 545 60 60 65 70
Q
172}
é nordatal 27.27 12.73 | 727 | 545 55 50 55 50
pca 21.82 12.73 | 1.82 | 0.00 60 60 55 55
(nordatal)

DVM ile smiflandirma isleminde; DVM(1-1) yontemi uygulanmis olup,

birinci

uygulamadaki metotlara ek olarak RBF ve polinom metotlar1 da incelendi. Test veri

setlerinin; farkli Oznitelik (feature) sayilarina gore degisik On-isleme metotlar

icerisindeki minimum siniflandirma hata oranlar1 Tablo 4. 6’da verilmistir. En diisiik

simiflandirma test hata orani, 11 6znitelik icin RBF metodu uygulanarak %20 olarak

elde edilmistir.
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Tablo 4. 6. Test verilerinin DVM(1-1) ile 5 mikroorganizma grubuna siniflandirilmasindaki
farkli 6znitelik (feature) sayilarina gore minimum siniflandirma hata oranlari (%)

) DVM(1-1)
Oznitelik sayisi
Linear Quad RBF Poly
3 55.00 50.00 55.00 50.00
5 55.00 55.00 50.00 55.00
7 50.00 50.00 55.00 50.00
9 60.00 50.00 30.00 50.00
11 55.00 45.00 20.00 45.00
13 50.00 55.00 30.00 50.00
15 55.00 55.00 50.00 50.00
17 50.00 65.00 45.00 45.00
19 50.00 60.00 50.00 50.00
21 50.00 55.00 55.00 60.00
23 50.00 60.00 50.00 65.00
25 55.00 60.00 55.00 65.00
27 60.00 60.00 55.00 70.00
29 60.00 60.00 55.00 65.00
31 65.00 60.00 55.00 60.00

Bu bulgular 1s181nda, elektronik burun teknolojisi kullanilarak, uygun siniflandirma
yontemleriyle 5 mikroorganizmanin %80 basari ile siniflandirilabilecegi goriilmektedir.
Calismanin bulgularini kisaca 6zetleyecek olursak;

Birinci uygulamanin ilk asamasinda; farkli konsantrasyonlardaki 7 mikroorganizma
slispansiyonlari, konsantrasyon farki gozetilmeksizin tiirlerine gore AA kullanilarak
siflandirldi. Ikinci derece fonksiyonlarin kullanildigi smiflandirma yonteminde
egitim hata oranlarinda %0 gibi bir sonu¢ elde edildi yani tiim mikroorganizmalar
basaril1 bir sekilde siiflandirildi.

Birinci uygulamanin ikinci asamasinda; cihazin 4 farkli konsantrasyondan hangisine

daha duyarli oldugunu belirlemek amaci ile 7 mikroorganizma AA ve DVM
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kullanilarak siniflandirildi. Her iki yontemde de konsantrasyon azaldik¢a smiflandirma
hata oranmin artmakta oldugu goriildii. 12x10® cfu/ml konsantrasyonunda
mikroorganizmalarin daha basarili siniflandirildig tespit edildi.

ikinci uygulamada; 1.5x10® cfu/ml konsantrasyondaki 5 mikroorganizma siispansiyonu
AA ve DVM kullanilarak siniflandirildi. AA ile simiflandirma isleminde test grubunda
%55°1ik bir hata oran1 elde edildi. Yani test uygulamalarinda mikroorganizmalar ancak
%45 oraninda dogru siniflandirilabildi. DVM ile smiflandirma isleminde ise test
grubunda %?20’lik bir hata orani elde edildi. Baska bir deyisle 5 mikroorganizma %80

basari ile dogru smiflandirildi.



5. TARTISMA VE SONUC

Pulpa ve periradikiiler hastaliklara mikroorganizmalarin neden oldugu bilinmektedir (2,
5). Bu hastaliklarin tedavisi, nedenin, yani mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasidir.
Sonug olarak mevcut olan ¢esitli tedavi protokolleri (izolasyon, kanal preparasyonu,
antibakteriyel irriganlar ve kanal ici medikamenler) bakteri eliminasyonuna dogru
yonelmistir. Mikroorganizma ve klinik endodonti arasindaki bu siki iligki nedeniyle,
mikroorganizmalarin gelisimi ve varligr ile ilgili bilgiler mikrobiyolojik kok kanal

kiiltiirii verilerine dayanir (99, 163- 167).

Hastalik siirecine dahil olan mikroorganizmalarin dogru olarak belirlenmesi, yalnizca
etkili bir antimikrobiyal tedavi i¢cin degil ayn1 zamanda hastaligin baslayis ve ilerleyisini

kavramak i¢in de gereklidir.
Iki nedenle kok kanalindan kiiltiir yapilmaktadir:

1. Kok kanalmin doldurulmasindan ©Once uygulanan kanal tedavisi islemlerinin

antibakteriyel etkinligini degerlendirmek.

2. Inatc1 enfeksiyonlu vakalarda, izole edilen mikroorganizmalardan antibiyotiklere

duyarlilig1 ve direnci olanlar1 saptamak (42).
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Giintimiizde mikroorganizmalarin tanisinda mikrobiyolojik kiiltiir yontemleri, altin
standart olarak bilinmektedir. Mikroorganizmalar canli ortamlarda (in vivo) ve cansiz
ortamlarda (in vitro) uygun sartlar olusturularak iiretilebilmektedirler. Bu iiretilme
islemine “kiiltiir yapma”, iiretilen mikroorganizmaya da “kiiltiir” ad1 verilmektedir. Bu
sayede patojen mikroorganizmalar klinik 6rneklerden elde edilmekte ve tanimlanmasi

yapilabilmektedir (168).

Kiiltiirel yontemlerin baz1 avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir. En biiyiik avantaji
arastirilmayan mikroorganizmalar da dahil olmak {izere cok sayida mikroorganizmanin
belirlenebilmesini saglamasidir. Ayrica izole edilen ilgili patojen mikroorganizmanin
antimikrobiyal duyarlilik testinin yapilmasi ve o mikroorganizmanin fizyolojisi ve

patojenitesinin arastirilmasi da miimkiindiir (169, 170).

Bununla birlikte kiiltiirel yontemler ¢esitli dezavantajlara sahiptir. Oldukc¢a pahali olan
bu yontemler ile cesitli anaerop bakterilerin teshis edilmesi birkag¢ giin ile birka¢ hafta
zaman alabilir. Ozellikle standart kiiltiir ortamlarinda iiretilemeyen anaerop bakteriler
icin duyarliliklart ¢ok diisiiktiir. Yontemin 06zgiilliigi mikrobiyologun deneyimi ve
farkl1 bakteri tiirlerini ayirabilme yetenegine de baghdir. Ayrica zahmetli ve zaman alict
yontemlerdir (170). Mikrobiyolojik kiiltiir yontemleri, dérnekleri alma ve laboratuar
islemleri sirasinda kontaminasyona bagli olarak yanlis sonuglar verebilir.
Kontaminasyon molekiiler yontemlerde de rastlanabilen bir dezavantaj olmakla birlikte,

laboratuar islemleri sirasinda kiiltiir yontemleri ile daha ¢abuk fark edilebilir (9).

Patojen mikroorganizmalar ayrica enzimatik teknikler ve immiinolojik yontemlerle de
belirlenebilir. Immiinolojik yontemlerde antijen-antikor reaksiyonu esas alinir. Hedef
mikroorganizmaya kars1 iiretilen ve Ozgiin isaretleyiciler ile isaretlenen antikorlar
kullanilir. Maliyetinin diisiik olmasi1 ve hizli bir yontem olmasi yaninda, bu metodun da
antikorlarin iiretilme zorlugu ve duyarlhhgmin (10*- 10° bakteri) az olusu gibi

dezavantajlarn vardir (119).

BANA gibi enzimatik yontemler hizli ve maliyetsizdirler fakat bu metotla hedef
bakterinin miktar1 giivenilir bir sekilde tayin edilemez ve reaksiyonun bir veya daha

fazla tiire bagli olup olmadig1 anlasilamaz (119).

Son yillarda mikrobiyal patojenler ve spesifik hastaliklar arasindaki iliski konusunda

molekiiler biyolojik ¢calismalar yogunluk kazanmistir (121).
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Dis hekimliginde molekiiler biyolojik metotlar, genellikle klinik Orneklerdeki
mikroorganizmalart tanimlama ve birbirine yakin tiirleri ayirmada kullanilmaktadir.
Endodontik ¢alismalarda molekiiler metotlar i¢in 6rnekler, genellikle sorunlu dislerin

kok kanallarindan ve periapikal lezyonlarindan elde edilir.

Molekiiler tan1 yontemleri kiiltiirii yapilamayan tiirlerin de tespit edilebilmesi, daha az
zaman alan hizli bir yontem olmasi gibi avantajlara sahiptir. Mikrobiyal patojenler
kiiltir yapma gereksinimi olmadan direkt klinik omeklerden tespit edilebilmektedir.
Orneklerin alinmas, taginmasi ve saklanmasi konusundaki uygulamalarin, klasik kiiltiir
yontemlerinde kullanilan tasima yontemlerine gore daha toleransli olusu yine avantajlari
arasinda bulunmaktadir (170). Kok kanal ornekleri toplanirken rastlanilan zorluklara
baglh olarak kok kanalindan ornegi alinan bakteriyel hiicre sayis1 diisiik olabilir. Son
yillarda biyoloji ve tip alaninda oldukca ilgi goéren molekiiler metotlardan PZR

metodunun yiiksek duyarlilig1 (1- 10 bakteri) bu agsamada bir avantajdir (121).

Molekiiler metotlarin dezavantajlarindan biri kullanildiklar zaman
mikroorganizmalarin canlili@n hakkinda bilgi vermemektedir. Metodun, endodontik
florada gercekten yagamakta olan mikroorganizmalar ya da kok kanalina daha 6nceden
girmis fakat hayatta kalamamis organizmalan gosterip gostermedigi belirsizdir. (9, 170,
171). Ayrica bu yontemler teknige son derece duyarhdir, gerektigi gibi yapilmadigi
taktirde cok yiliksek duyarlilifindan otiirii kontaminasyon, hatali sonuglara neden
olabilir. Bu nedenle laboratuar asamalar sirasinda ¢ok titiz bir ¢alisma gerektirir (172).

Molekiiler tan1 metotlar1 antimikrobiyal duyarlilik gibi testler icin de uygun degillerdir.

Kok kanal enfeksiyonlarinda yer alan patojen mikroorganizmalardan bazilari, yukarida
bahsedilen metotlardan farkli olarak bu ¢alismada EB sistemi kullanilarak arastirildi.
EB, ne oldugu bilinmeyen gaz halindeki maddelerde bulunan kimyasallarin hizla tasnif
edilmesi icin gelistirilmis elektronik bir alettir. Bu alet, “koklayabilen” ve farkli kokular

icin farkli profiller ortaya c¢ikaran sensor teknolojisine dayanir (173).

Giintimiizde EB sistemleri, askeri alanda, uzay arastirmalarinda, gida, ¢evre saghgi ve
tip alanmnda kullanilmakla birlikte, son yillarda medikal teshis alani bu sistem ic¢in
gelecek vadeden bir uygulama alani olarak ortaya ¢ikmaktadir. Halen EB sisteminin
klinik uygulamalar ya da diger bir deyisle hastaliklan teshis etme yetenegi konusunda
biiyilk bir merak vardir. Bazi hastaliklar karakteristik kokularla iliskilendirilmistir,

ornegin, diabet nefeste bir aseton kokusuna neden olur ya da mide rahatsizliklar agiz
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kokusu ile iliskilendirilir. Akciger, karaciger ya da bagirsak kanserleri gibi diger

hastaliklar da karakteristik kokulara neden olurlar (143).

Bakteriyoloji alaninda yapilan calismalardan birinde gz enfeksiyonuna sebep olan

bakterilerden 6 tanesi, EB sistemi kullanilarak %98 dogrulukla siniflandirilmistir (146).

EB sisteminin kullanildig: diger bir bakteriyoloji calismasinda, Boilot ve ark. (147) goz
enfeksiyonu etkeni 6 bakteri icin %97.3, kulak burun bogaz enfeksiyonu etkeni 4

bakteri i¢in ise %97.6 gibi bir siniflandirma basarisi elde etmistir.

Dutta ve ark. (149), yaptiklar1 ¢alismada, EB sisteminin, %99.69 gibi bir dogruluk ile
hastane enfeksiyonlarinda goriilen S. aureus enfeksiyonlarinin tanimlanmasinda cok

kuvvetli bir ¢6ziim olabilecegini ortaya koymuslardir.

Gibson ve ark. (150) 1997 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, EB sistemi kullanarak, 12 farkl
bakteri ve bir mantar1 tespit ederken, mikroorganizmalarin es zamanh

siiflandirilmasinda bagar1 oranin1 %93 .4 olarak bulmustur.

Enterobacter aerogenes kiiltiiriinlin Escherichia coli susundan kolaylikla ayirt

edildigini gosteren bir calismada (151) yine EB sistemi kullanilmistir.

EB sisteminin Clostridium tiirleri ve Bacteriodes fragilis gibi anaerop bakterilerin klinik
izolatlari ile steril kiiltiirleri ayirmak i¢in kullanildig1 in vitro bir ¢alismada (152) hangi

gruba ait oldugu bilinmeyen 6mekler %100 basari ile siniflandirilmstir.

Kulak burun bogaz enfeksiyonlarinin teshisinin klinik olarak degerlendirmesinde
kullanildig1 bir calismada 90 hastadan alinan siirlintii 6rnekleri hem EB ile hem de
mikrobiyolojik kiiltiir yontemleri ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak EB sistemi

sonuclart kiiltiir sonuglari ile %88.2 oraninda ortiismiis olarak tespit edilmistir (148).

Mohamed ve ark. (174) EB sistemi ile saglikli ve Tip 2 diabet hastalig1 olan insanlarin

idrar 6rneklerini degerlendirmis ve %96 gibi bir basar1 oran1 bildirmislerdir.

EB sistemlerinin pek c¢ok alanda kullanilmaya baslayip yayginlasmasi, pulpa ve
periradikiiler hastaliklara neden olan patojenlerin tespiti icin de uygun olup olmadiginin
calismalar yapilarak degerlendirilmesi gerekliligini gostermektedir. EB sistemlerinin
gelistirilmesi ve uygulanabilirliginin bulunmasi durumunda, potansiyel avantajlar
arasinda, kok kanal patojenlerinin hizli ve objektif olarak belirleme olasiliginin

bulunmasi, bu sayede dogru teshis ve tedavi yontemlerinin uygulanmasimin saglamasi
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ve klinik uygulamada kullanilan yontemlerin etkinliginin hizli degerlendirilebilmesi

sayilabilir.

Bu calismada, pulpa ve periradikiiler hastaliklarda bakteriyel enfeksiyonun etkeni
mikroorganizmalarin koku ile iligkilendirilmesinde EB sisteminin uygulanabilirligi

degerlendirildi.

Kok kanal enfeksiyonlar1 zorunlu ve fakiiltatif anaerop bakterilerin baskin oldugu
karisik ve semispesifik enfeksiyonlardir (53). Enfekte kok kanali ortalama 1-12 farklh
tiir bakterinin bulundugu polimikrobiyal enfeksiyonlardir (9). Bu tez c¢alismasinda
endodontik patojen mikroorganizmalardan 5 bakteri (E. faecalis, S. sanguinis, F.
nucleatum, P. gingivalis, P. alactolyticus) 2 maya (C. albicans, C. glabrata) kullamildi.
Bu mikroorganizmalardan 2 tanesi (E. faecalis, S. sanguinis) fakiiltatif anaerop, 3 tanesi
(F. nucleatum, P. gingivalis, P. alactolyticus) anaerop ve 2 tanesi (C. albicans, C.

glabrata) aerop olup kok kanal enfeksiyonlarinin polimikrobiyal dogasi ile uyumludur.

Fakiiltatif bakteriler kok kanal tedavisi gormiis dislerin basarisizligindan birinci
derecede sorumludurlar (37). Bu grup bakterilerden olan enterokoklar ise bu diglerden
siklikla izole edilmistir (27). Bununla birlikte E. faecalis normal insan florasinin bir
parcasidir ve karisik enfeksiyonlarda, diger aerobik ve fakiiltatif anaerobik
mikroorganizmalarla birlikte bulunur (26). E. faecalis basarisiz kok kanal tedavilerinin
mikrobiyotasimin arastirildiglr bircok calismada kok kanalinda baskin olarak ya da
siklikla izole edilen bir bakteri tiirii olarak gosterilmistir (31, 35, 37, 38, 81, 82, 175,
176).

Fakiiltatif bir anaerop olan S. sanguinis kok kanalinda cesitli calismalarda (177- 180)
molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica 60 kok kanalindan alinan
mikrobiyolojik 6rneklerin kiiltiirle degerlendirildigi bir calismada 41 nekrotik pulpadan
6’sinda, 19 basarisiz kok kanal tedavili kanalin 2’sinde S. sanguinis varlig

gosterilmistir (33).

Mantarlarin kok kanal enfeksiyonlarinda bulunma sikliklarn ¢esitli arastirmalarda (23,
31, 35, 37- 40, 80- 82, 103, 181- 183) belirtilmistir. Molekiiler yontemler ve Kkiiltiir
metotlarinin kullanildig1 arastirmalarda bu oran %?2- 21 arasinda bulunmustur. Ayrica
Sen ve ark. (184) periradiikiiler lezyonlu c¢ekilmis 10 disin kok kanallarini SEM ile

incelemis, 4’tinde mantar bulmuslardir. Baumgartner ve ark. (40) periapikal
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radyolusensili vakalarin degerlendirildigi calismada, birincil apikal periodontitli enfekte

kok kanall1 24 disin 5 (%21)’inde C. albicans’t PZR ile bulmustur.

C. albicans uzun siireli kok kanal enfeksiyonlarinda bulunur, invaze olabilir ve viriilans
etkinlige sahiptir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1 periapikal bolgede yasayabilme ve bu
bolgeyi enfekte edebilme kabiliyeti 6nem arz etmektedir (34).

Candida tiirlerinin semptomsuz olarak oral kavitede yasayabildikleri cok uzun zamandir
bilinmektedir (116). Bu organizmalarin zararli patojenlere doniismesi yerel veya
sistemik tetikleyici faktorlere baghdir (113). Candida tiirlerinin kok kanalinda kolonize
olmasinda immiin sistemin baskilandig1 kanser gibi hastaliklar, kanal ici
medikamanlarin kullanimi, yerel veya sistemik antibiyotik kullanimi ve cesitli kok

kanal tekniklerinin kullanim gibi tetikleyici faktorler gosterilebilir (35, 185- 187).

Endodontik enfeksiyonlarda mantar ¢alismalar1 cok oldugu halde, C. glabrata nin kok
kanal enfeksiyonlarindaki rolii ile ilgili az sayida arastirma yapilmistir. C. glabrata
cesitli calismalarda (23, 40) izole edilen mantarlar arasinda gosterilmistir. Bu organizma
ile ilgili yapilan ¢alismalarin az olmasi, bunun yaninda C. glabrata’nin da diger
Candida tiirleri gibi 6zellikle inat¢1 periapikal patolojilerde en az diger bakteriler kadar

rol oynayabilme ihtimali bulunmasi, caligsmada kullanilma sebebi olarak sayilabilir.

Onemli bir periodontopatojen olarak bilinen (107) P. gingivalis apseli disleri de
kapsayan semptomatik periradikiiler lezyonlarla iligkilendirilmistir (25, 108). Gomes ve
ark. (188) endodontik lezyonlu dislerin mikrobiyolojik degerlendirmesi sonucu tedavi
gormemis nekrotik pulpali dislerde P. gingivalis oranim kiiltiirle (1/50) %2, PZR ile
(22/50) %44 olarak, tedavisi basarisiz olmus dislerde PZR ile (16/50) %32 olarak tespit
etmiglerdir. Fouad ve ark. (102) da yine nektorik pulpali diglerin mikroflorasin1 PZR ile
inceleyerek %9’luk bir goriilme siklig1 rapor etmislerdir. Endodontik orijinli periapikal

apselerde Van Winkelhoff ve ark. (107) P. gingivalis oranin1 %12 olarak bulmuslardir.

Endodontik enfeksiyonlarda kiiltir ya da molekiiler yontemler ile varligi cesitli
calismalarda (7, 18, 25, 27, 35, 37, 83, 112) tespit edilen P. alactolyticus’un viriilans
faktorleri ve patojenite mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Apse olusumunda
onemli bir faktor olan nétrofil kemotaksisini baglatabildigi gosterilmistir (189). Ayrica
P. alactolyticus’un insan serumuna inokule edildigi zaman hidrojen siilfiir ve metil
merkaptan meydana getirdigi bilinmektedir (50). Ortaya ¢ikan ugucu siilfiir

bilesiklerinin bakterinin patojenitesi ile ilgili olma ihtimali vardir.
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Fouad ve ark. (102) 2002 yilinda tedavi gdrmemis periapikal radyolusensili nekrotik 24
disin mikrobiyal Orneklerini PZR kullanarak incelemis, F. nucleatum oranint %82
olarak bulmustur. Sundqvist ve ark. enfekte kok kanallarinda prevalansi en yiiksek
bakteri olarak %48 ile F. nucleatum’u gostermistir. Kiiltiirle yapilan bir bagka ¢alismada
da yukaridaki ¢alismalarla benzer olarak 31 tek koklii nekrotik pulpali disten en sik F.
nucleatum (%35.48) izole etmislerdir (182). Ayrica flare-up (akut alevlenme)
olusumunda Fusobacterium tiirlerinin de rolii gosterilmistir (104). F. nucleatum sistein
ve metioninin desiilfiirasyonu ile amonyak, hidrojen siilfiir, biitirik asit ve metil
merkaptan olusturabilmektedir (50, 157, 190). Patojenik ozellikleri ile ilgili olarak
deneysel bir ¢calismada, maymunlarin dislerinin kok kanallarinda F. nucleatum’un LPS
‘inin periapikal inflamasyon ve kemik rezorpsiyonuna neden oldugu gosterilmistir

(105).

Calismada EB teknolojisini degerlendirmek iizere secilen 7 mikroorganizmanin kok
kanal patojeni olduklar1 ve bir¢ok vakada bulunma sikliklari, yukarida goriildiigii gibi
cesitli arastiricilarin  yapmis oldugu c¢alismalarda degerlendirilmistir. Kok kanal
enfeksiyonlarinda onemli rol oynayan bu 7 mikroorganizma bu nedenlerle tercih

edilmistir.

In vitro calisma tercih etmemizin nedeni, bu konuda kok kanal patojenleri ile yapilmis
calisma bulunmamasi ve elde edilen sonuglara gore ileride yapilacak in vivo ¢alismalara
rehberlik etmesidir. Ayrica ilk etapta hastaya ve ortama bagh faktorlerin elimine
edilebilmesi i¢in kok kanal patojeni oldugu bilinen mikroorganizmalar laboratuar

ortaminda test edildi.

Bu calismada arka grup dislerin anatomilerinin farklilik gostermesi ve kok kanal
preparasyonu isleminin standardizasyonun daha rahat saglanmasi nedeniyle tek ve diiz

kanalli disler kullanilmustir.

Baz1 endodontik enfeksiyonlarda karsilasilan kotii koku, arastiricinin  subjektifligi
nedeni ile cok fazla arastinlmamistir. Bu tez calismasinda endodontik patojen

mikroorganizmalardan 7 tanesinin kokular1 EB sistemi ile objektif olarak test edilmistir.

Calismada biitiin mikroorganizmalar kendi lireme sartlarina uygun besi yerlerinde
tiretildikten sonra, EB sisteminde besi yerlerinin ¢esitliliginden kaynaklanabilecek koku
farklarini ortadan kaldirmak ve standardizasyonu saglamak icin her bir mikroorganizma

serum fizyolojik igeren tiiplere inokule edildi. Cesitli bakterilerin EB sistemi ile
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degerlendirildigi benzer calismalarda (146, 147, 191, 192) da serum fizyolojik tercih

edilmistir.

Numuneler bu calismada dis ortamdaki farkli kokularin sonuglar: etkilememesi i¢in agzi
kilitli naylon torbalar icerisine yerlestirilmigstir. Cesitli calismalarda da ayn1 amacgla agzi

kapali cam siseler (149, 151, 191, 193- 195) kullanilmustir.

Koku verisi alma islemine gecilmeden once numunelerin kokusunun ortama yayilmasi
amaciyla bekleme siiresi ¢esitli arastirmalarda 5 ile 60 dakika arasinda degismektedir
(147, 149, 155, 191, 193, 194). Bu calismada ise klinik kosullarda hizli teshis etme

ihtiyac1 gbz oniine alinarak bekleme siiresi 5 dakika olarak belirlenmistir.

Calismada referans gaz yerine ortam havasi kullamilmistir. Bu calismaya benzer sekilde
mikroorganizmalarin siniflandirilmasi ile ilgili ayn1 EB sistemi ile yapilan calismalarda
(146, 147, 149) da ortam havasi referans gaz olarak tercih edilmistir. Farkli EB
sistemleri i¢in sensor yapisinin degisik olmasi sebebiyle farkli referans gazlari tercih
edilmektedir. Cihazin tasinabilirliginin etkilenmemesi ve cihazin kullanim kilavuzunda
karbon polimer yapidaki sensorler icin Onerilen bir referans gaz bulunmamasi nedeniyle

ortam havasi tercih edilmistir.

Koku verisi alma islemi 40 saniye olarak belirlenmistir. Sensor diren¢ degerleri, bu siire
icerisinde maksimum seviyeye ulastig1 icin koku alma siiresi daha uzun tutulmamaistir.
Cesitli calismalarda bu siire 60 saniye ile 8 dakika arasinda degismektedir (142, 195,
196).

Cyranose 320 EB sisteminin kullanim kilavuzunda, verideki hangi degerlerin sensor
referans degeri olarak tercih edilmesi ile ilgili herhangi bir aciklama bulunmamaktadir.
Bu nedenle farkli sensor modelleri olusturularak siniflandirmada hangisinin daha
basarili oldugu tespit edilmis, calismanin sonraki uygulamalarinda da bu sensor

modelleri kullanilmustir.

Bu tez calismasinda EB cihazinin hangi konsantrasyona duyarli oldugunu tespit etmek
amaciyla Oncelikle farkli konsantrasyonlarda (12X108, 12X105, 12x10° ve 12x10'
cfu/ml) siispansiyonlar kullanilmistir. Yapilan degerlendirmede en iyi sonuglar en
yilksek  konsantrasyonlu mikroorganizma siispansiyonlarinda elde edilmistir.
Konsantrasyon azaldikca smiflandirma basarisinin - diistiigii  gozlenmektedir.

Konsantrasyonun azalmasiyla birlikte koku yogunlugunun da azalmasi ve buna bagh
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olarak cihazin siniflandirma basarisinin diismesi 6n goriilebilir bir durumdur. Ancak, bir
baska calismada, konsantrasyon ile siniflandirma basaris1 arasinda farkli sonuglar elde
edilmistir (147). U¢ farkli konsantrasyonun degerlendirildigi calismada gruplar arasinda
smniflandirma basaris1 10® <10* <10° seklinde bulunmustur. Bu c¢alismada kullanilan
mikroorganizmalarin ve smiflandirma yonteminin farkliligi, sonuglarm benzer

olmamasinin nedeni olabilir.

Calismanin birinci uygulamasinda veri setlerinin kiigiikliigii yiiziinden yalnizca egitim
verileri siniflandirilmigtir. Bu calismanin ikinci uygulamasinda veri setleri artirilarak

egitim ve test icin ayr1 gruplar olusturulmustur.

Bakteriyoloji alanindaki c¢alismalarda, EB sistemi kullanilarak koku verilerinin
degerlendirilmesi icin cok sayida yontem kullanilmaktadir. Bu ¢alismada AA, DVM ve
RBF yontemleri tercih edilmistir. RBF yontemi ile test mikroorganizmalart %80 basari
ile simiflandirnnilmistir. RBF yonteminin kullanildigi c¢esitli calismalarda da basari

yiizdeleri %65 ile %100 arasinda degismektedir (146, 149, 194, 197).

Bu ¢alismanin EB sistemi kullanilarak yapilmasinin en 6nemli nedenlerinden birisi, kok
kanal patojenlerini miimkiin oldugunca hizli teshis edilebilmektir. Geleneksel kiiltiir
yontemlerinde anaerop bakteriler icin birka¢ giin ile birka¢ hafta siiren bu siire
molekiiler yontemlerden DNA probe tekniginde 1- 48 saat, PZR tekniginde 2- 4 saat
almaktadir (119, 170). EB sisteminin kullanildig1 ¢calismalarda bu siire 5- 60 dakikaya
kadar distiriilmistiir (146, 195). Bu calismada da test edilecek numunelerin EB
sistemine Onceden tanitildigi diisiiniilecek olursa, koku verileri alindiktan sonra

sonuglart elde etmek i¢in birka¢ dakika yeterli olacaktir.

Enfekte kok kanalindaki ortalama bakteri sayisi (102— 108 cfu) (9), kanal ici
medikamanlar ya da irrigasyon soliisyonlarinin ¢esitli mikroorganizmalar {izerindeki
antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirildigi caligmalarda (198, 199) da aym
konsantrasyonlarin kullanilmasi ve birinci asamada elde edilen sonuglar gbz Oniinde
bulundurarak c¢alismanin ikinci asamasinda bakteri konsantrasyonu 1.5x10° cfu/ml

secildi.
Sonug olarak;

e Bu calismada kok kanali patojeni 7 mikroorganizmanin EB sistemi ile

smiflandirilabilecegi goriilmektedir.
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Mikroorganizmalarin belirlenmesi icin kullanilan geleneksel kiiltiir ve molekiiler
yontemlerin aksine EB sistemi, mikroorganizmalart sadece birka¢ dakika
icerisinde objektif olarak tespit edilebilir ancak bu konuda daha ileri ¢aligmalara

ihtiyag¢ vardir.

Veri seti biiyiikliigiiniin yeterli oldugu, verilerin degerlendirme ydntemlerinin
gelistirildigi  daha  fazla sayida arastirmanin  yapilmasi1  gerektigi

diistiniilmektedir.

EB sistemi ile daha yiiksek basar1 oranlarma ulasildigi takdirde bir sonraki
asamada klinik kullanimda hasta basinda hizli teshiste kullanilip

kullanilamayacagi degerlendirilebilir.

Bu calismanin sinirlan icerisinde kok kanal patojeni mikroorganizmalarin EB

teknolojisi ile %80 basar1 orani ile siniflandirilabilecegi goriilmektedir.
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