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Tibbi Mikrobiyolojide Dijitallesme
Burcu Giirer Giray'
Giris

Hayatimiz1 sekillendiren teknolojik gelismeler, onlimiizdeki yillarda kendi
kendini gelistiren algoritmalardan (Orozco-Beltran, vd.,2022), akilli telefon
teknolojileri (Herrera Montano, vd., 2022) ve siiriiciisiiz araglara [ Amukele, vd.,
2017] kadar daha ¢ok ¢esitlenerek saglik hizmetleri alaninda da biiyiik beklentiler
olugturacaktir. Saglik hizmetleri alanindaki dijitallesme beklentisi, verilen
hizmetin kalitesini artirma ile birlikte diisiik maliyetli hizmet verebilme arayisini
da getirmektedir (Giebel, vd., 2023). Bu durum yiiksek kalitede hizmet veren
laboratuvarlarda mikrobiyolojik tanmin, klinik miidahaleye etkisinin
izlenebilmesi ve belgelenebilmesinde olduk¢a Onemlidir. Siirece bagli olarak
prognozun Ongdriillmesi ve tedavi siirecinde olusan endikasyonlarin
iyilestirilmesinde de makine 0grenim algoritmalarinin kullanilmasima yonelik
talepleri artiracaktir (Dolen, vd., 2017). Teknolojik gelismelerle birlikte,
dijitallesmenin saglik hizmetleriyle iliskili siireglere ve hizmetin kalitesindeki
iyilestirmelere hangi diizeyde katki saglayacagi standardize edilen siireclerle
takip edilmelidir. Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda dijitallesmenin
saglanabilmesi i¢in bilgi birikimi, alt yap1 ve veri akis idaresini igeren dijital
temel tip bilimlerinde uzmanlik alanlarmin gelistirilmesi gerekmektedir. Dijital
tibbi mikrobiyoloji, halk sagligi ve patojen siirveyasinda da 6nemli 6l¢iide algilari
degistirecektir. T1ibbi mikrobiyoloji laboratuvarinin dijital kapasitede gelismesi,
orada hizmet veren tibbi mikrobiyoloji uzmaninin dijital verileri degerlendirebilir
olmasina baglidir (Basak, vd., 2019). Bu baglamda dijital veri degerlendiren tibbi
mikrobiyoloji laboratuvar uzmani, tani ve tedavide dijital veri kalitesini arttiracak
bdylece saglik hizmet maliyetlerinin azaltilmasii destekleyebilecekleri firsata

sahip olacaklardir (Gruson, Helleputte, Rousseau, & Gruson., 2019).

Dijitallesmenin Tibbi Mikrobiyolojik Tam Siireclerine Sundugu
Firsatlar

Tibbi mikrobiyolojik tanida bilgi-akis dongiisii, preanalitik siireg, analitik
siire¢ ve postanalitik siire¢ olmak iizere li¢ asamadan olusur (Haller, 2007).
Preanalitik stireg, tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina 6rnek gonderimi ve drnegin
hazirlik agamalarini kapsar. Siirecin en 6nemli kismi hasta 6rnegine, klinik taniya
destek olacak sekilde, uygun olan laboratuvar test islemlerinin
gergeklestirilmesidir. Preanalitik siiregteki  dijital ¢oziimler akilli telefon
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uygulamalarindan sohbet robotlaria kadar genis bir yelpazeye yayilmaktadir.
Sohbet robotu gibi etkilesimli dijital araglar tekrarlayan ve rutin sorular i¢in hasta
Ozelliklerinin benzer oldugu durumlarda ilk basvuru kaynagi olabilir ve daha
once talep edilmis laboratuvar testlerini dnererek siireci yonlendirebilir. Covid-
19 pandemisi siirecinde SARS-CoV-2’ye maruz kaldigimi bildiren hastalarda
viral taniy1 desteklemek ve hastaya hizli miidahaleyi 6nermek amaciyla sohbet
robotlar1 sahada aktif olarak kullanilmistir (Verroken, Despas, Rodriguez-
Villalobos, & Laterre, 2019). Bu sohbet robotlar1 Sars-CoV-2 tani testi i¢in 6rnek
alimindan dogru tasima kabina, test sonucu i¢in bekleme siiresinden test maliyeti
gibi konulara hastalara Oneri ve bilgi sunmustur. Dijital araglar baska
kullanicilarin tecriibelerinden de faydalanarak yapilarini gelistirmektedir (Smith
& Kirby, 2020). Analitik siireg, test performansi ve veri iiretimi agsamalarindan
olusmaktadir. Ornegin, otomatize mikroskop sistemleri, pozitif kan
kiiltiirlerinden elde edilen preparatlarin yiiksek c¢oziiniirliiklii goriintiilerini
almay1 saglar ve Gram boyama sonuglarini yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikle
siniflandirabilmektedir (Linares, vd.,2019). Akilli telefonlar mikroskopi
verilerinin gorilintli analizinde kullanilabilmektedir. (Croxatto, Prod'Hom,
Faverjon, Rochais & Greub, 2016). Otomatik petri kab kiiltiir okuma sistemleri
benzer sekilde Oriintii tanima prensibiyle calisir ve agar yiizeyindeki bakteri
iiremesini gilivenilir sekilde tanimlayarak kiiltiir plakalarmin 6n taramasinda
kullanilabilmektedir [Croxatto, 2017; Smith, Richmond, Brennan-Krohn, Elliott
& Kirby, 2017). Bu tiir otomatik petri kabr kiiltiir sistemleri, Avrupa’daki bircok
laboratuvarda aktif kullanilmakta olup devam eden otomasyon siirecinin bir
parcasidir. Disk difiizyon ve gradient difiizyon yontemi (E-Test) ile antibiyotik
duyarlilik testlerinin yorumlanmalar1 da otomatize sistemlerle yapilabilmektedir
(Strauss, Zoabi, Sagas, Reznik-Gitlitz & Colodner, 2020). Giinlimiizde hastane
laboratuvarlarinda enfeksiyon etkeninin  tammlanmasinda kiitle
spektrometresine dayali g¢alisan (MALDI-TOF) sistemler kullanilmaktadir.
Makine 6grenimine dayali algoritmalar, kiitle spektral profillerini antibiyotik
direnci gibi belirli klinik fenotipler ile iliskilendirebilmektedir ( Weis, Jutzeler &
Borgwardt, 2020). Post analitik agama, veri gorsellestirme, iletisim ve klinik
karar verme siireglerinden olusur. Antibiyotik ydnetimi gibi karmagsik
uygulamalar igin gelistirilen klinik karar destek sistemleri bu asamada yer
almaktadir. Hastaya ait yas, cinsiyet gibi bilgiler ve yatirildig1 klinik servis temel
almarak, tedavi daha da ozellestirilmektedir (Beaudoin, Kabanza, Nault &
Valiquette 2016). Makine 6grenimine dayali klinik karar destek sistemlerinin,
yakin gelecekte, belirli hasta gruplarma gore uyarlanmis deneysel antibiyotik
tedavisine iliskin otomatik geri bildirim saglayacagi oOngoriilmektedir
(Komorowski, 2020). Enfeksiyon siiresince laboratuvar parametreleri hizla
degisebilecegi i¢in, zamana yayilmis veriler bu tiir algoritmalarn tahmin
degerleri lizerinde 6nemli bir etki yaratir ve bu durumda hastaligin seyri boyunca



hastay1 gozlemleyen siireglerinin olmasi gerekmektedir. Makine o6grenimi
algoritmalar ayrica hastaya ait veri akisim izleyebilmektedir. Yakin zamanda
yapilan ¢aligmalarda yogun bakim iinitelerinde hastalardan kaydedilen fizyolojik
parametrelerin sepsis (van Wyk, vd., 2019) veya menenjit (Rhoads, vd.,2014)
ongoriisiinde 6nemli rol oynadig1 gdsterilmistir.

Tibbi Mikrobiyolojik Tamda Dijitallesmenin Getirdigi Sorunlar

Mikrobiyolojide dijitallesmeye yonelik beklentiler ne kadar yiiksek olursa
olsun, elestirel bakis acist korunarak beraberinde gelen zorluklar dikkatle
irdelenmelidir. Laboratuvarda verilerin toplanmasi, veride kalite kontrolii ve
dogru bilgi akisi, verinin giivenilirligi ve korunmasi ile bilginin yonetilerek
raporlanmasi ve hitaminda takip edilebilmesi biiyiik veri ¢aligmalarindaki en
sorunlu basamaklari olusturur. Bu biiylik verinin islenmesi asamalar1 tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarindaki is akiglarina hakimiyet ile yonetilebilir (Doyle,
vd.,2001). Ancak bilgisayar teknolojilerinin hizla gelismesi ve veri depolama
olanaklarmin artmasi, mikrobiyologlar i¢in tibbi yollaklar1 fazlalagan veri
miktarinda biiyiik bir artis seklinde zorluklar olusturacaktir. Tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda, kiitle spektrum analizleri, fotograflanmis mikroskopi
preparatlari, agar plak goriintiileri (tele-bakteriyoloji), sekanslama verileri
(mikrobiyal genomik, mikrobiyota analizi), ger¢ek zamanli PCR sonuglar ve
serolojik test verileri gibi rutin tani testlerinin verilerinde fazla miktarda birikim
gozlemlenmektedir. Her giin gigabaytlarca veri tretilmekte ve bunlar kalite
kontrol, akreditasyon, yasal zorunluluklar ve arastirma amach olarak
saklanmaktadir. Ancak bu veri miktarindaki hizli artis nedeniyle, kisa siire iginde
insanlarin en 6nemli ve en alakali bilgileri agik¢a gérmesi ve birbirine baglamasi
neredeyse imkansiz hale gelecektir. Biiyiik ve dogrulanmamis veri yiginlari,
ozellikle kritik sonuglarin, telefon ile sepsis vakalarinin bildirimi gibi, dogrudan
klinisyene iletilmesi gerekliligini getirmektedir (Wang, 2019). Tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarindaki ham verinin dogrulanarak bilgiye doniistimii
stirecini kolaylastirmak i¢in de dijital yetkinlikler gerekmektedir (Meng, vd.,
2020). Hizla yaklasan bu dev bilgi dalgasi ile basa ¢ikma konusunda doktorlar,
hemsireler, laboratuvar uzmanlar1 ve bilgi teknolojileri uzmanlar1 zorluklarla
karsilasacaktir. Buna bagli olarak yeni iletigsim ve gorsellestirme stratejileri biiyiik
Oonem tagimaktadir ve laboratuvarlar ile klinikler arasindaki arayiiziin geliserek
bu siirece uyum saglamasi gerekmektedir. Ornegin, gosterge panelleri en kritik
klinik bilgileri 6zetleyerek karmasik verilerin iletimini kolaylastirabilir veya
otomatik uyar1 sistemlerine ait pencere bildirimleri, belirli hasta gruplarinda
kritik sonuglar1 hedefli bir bigimde gosterebilir (Buckley, vd., 2018). Tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan panel PCR testleri enfeksiyon
etkenlerinin taniya giden yolda dijitallesmesinin giizel bir uyarlamasi olarak
diisiiniilebilir. Oniimiizdeki yillarda bu siire¢ molekiiler tam ile metagenomik



uygulamalara dogru evrilecekir (Miller, Chiu, Rodino, Miller, 2020). Bu
nedenle, veriler yalnizca patojene iliskin degil, aym zamanda konak (hasta)
genetik bilgilerini de igerecek sekilde daha karmasik hale gelecektir. Bu sebep ile
klinik agidan anlamli olan patojenlerin dogru bigimde tanimlanmasi ve
antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarimin hangi patojenler ile iligkili oldugunu
bilmek kritik 6neme sahiptir (Brito, Alm, 2016). Diren¢ genleri ve bakteri
tiirlerinden olusan sonsuz bir liste sunmak, diisiincesizce antibiyotik kullanimina
yol acabilir ve gercek enfeksiyon etkenini gélgeleyebilecegi unutulmamalidir.
Dijitallesme yolunda yazilim algoritmalari, kronik ve akut enfeksiyon
hastaliklarinda bakteriyel aglar i¢erisinde anibiyotik direng genlerini organizmay1
taksonomik birimler ile iligkilendirerek tanimlayabilmeli ve uzun genom
dizilemelerinin gerceklestirilmesine kolaylik saglayabilmelidir (Wood, vd.,
2020).

Gelecek yillarda metabolomik, proteomik ve transkriptomik analizler
laboratuvar sonuglarinda yerini almaya baslayacaktir. Veri miktarindaki hizl
artiy ve buna bagli ortaya ¢ikan sorunlarin yani sira, yeni teknolojilerin rutin
calismalara dahil edilmesi laboratuvar personeli agisindan oldukca kokli
yenilikler olusturacaktir. Farkli bilgi diizeylerinde laboratuvar calismalar
gergeklestiren calisanlara yeni tekniklerin aktarilmasi, dijitallesmeye bagl
beklentileri ve kaygilar1 yonetebilmek icin Onem tasimaktadir (Bouzillé,
vd.,2018).

Laboratuvarda kiiltiir plaklarinin geleneksel yontemler ile okunmasi veya
mikroskopi gibi klasik gorevlerin oniimiizdeki yillarda giderek ortadan kalkmasi
beklenirken, bu alanlar tibbi mikrobiyologlar i¢in veri isleme, tani, arastirma ve
Ar-Ge’ye yonelik analiz gibi laboratuvar dis1 gorevleri ile doldurulacaktir. Bu
dogrultuda, tibbi mikrobiyologlardan laboratuvar teknisyenlerine kadar tiim
laboratuvar personelinin egitim portfoyti, tibbi mikrobiyolojinin dijitallesmesinin
gerekliliklerine uyum saglayacak sekilde yeniden yapilandiriimalidir.

Veri Yapisi, Birlikte Cahisabilirlik ve Yasal Cerceve

Makine 6grenim algoritmalar, biiyiik, yapilandirilmis, birlikte ¢alisabilir ve
birbirine bagl veri kiimelerine ihtiya¢ duyar. Saglik verilerinin uluslararasi
diizeyde kabul goren tanimlar ile standartlastirilip etiketlenmesi gerekmektedir
(Gansel, Mary, van Belkum, 2019). Bu siirecte ortak bir terminoloji kullanilarak
verilerin yapilandirilmast ve veri modeli igindeki degiskenler arasindaki
iliskilerin tespit edilmesi gerekmektedir (Tsao, vd., 2017). Ornegin, antibiyotik
duyarlilik testleri bir¢ok farkli teknik yontem ile gerceklestirilebilir ve bu
yontemlerin duyarliliklari, dogruluklart ve hata paylarin1 yorumlama rehberleri
degiskenlik gosterebilir. Ortak terminoloji kullanimi ile tam1 yontemlerinin
makineler tarafindan okunabilir bicimde tamimlanmas1 saglanarak farkli veri
setleri arasindaki sonuglarin karsilastirilmasi kolaylasmis olacaktir. Veri
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giivenligi, veri korumasi ve veri setlerinin siiriim takibi, verilerin yapilandiriimasi
ve birlikte galigabilirlik igin biiylik 6nem tagimaktadir. Kritik saglik verileri,
kodlanarak aktarilmali ve bu siiregte sifrelenmelidir (Desjardins, VD.,2020). Veri
giivenliginin ihlali ise biiylik sorunlar yaratabilecegi icin belirli veri giivenligi
standartlarinin olusturulmas1 gerekmektedir (Jiang, Bai, 2020). Gilintimiizde veri
giivenligi ihlali sebebiyle hastanelerde yasanan sorunlarin neredeyse %701,
kimlik hirsizligi  dolayistyla finansal icerikli hassas bilgilere yonelik
gerceklestirilmektedir (Bhattacharya, Singh, Hossain, 2019). Veri tabanlarinin
giincellenmesi ve diizenlenmesi yliksek maliyetli olup bu siireg, bir veri tabaninin
kalitesiyle dogrudan iliskili son derece kritik bir unsurdur (Johnson, vd., 2016).
Kullanilan siiriim hakkinda ayrintili bilgi sahibi olmadan, yalmizca kategorik
egilimleri karsilastirmak, hatali yorumlamalara sebep olma riski tasir. Bu
nedenle, veri tabanlarindaki degisikliklerin agik bir sekilde belgelenmesi ve
izlenmesi gerekmektedir. Ham verilerin saklanmasi, yaygin ve karmasik siiriim
takibinden kagimmanin bir yolu olarak disiiniilebilir. Fakat ham verilerin
saklanmasinin da yiiksek depolama alani1 gereksinimi, veri formatlarinda zaman
icindeki degisiklikler agisindan daha fazla sorumluluk iistlenme gerekliligi gibi
kendine 6zgii zorluklar1 beraberinde getirecektir.

Verilerin toplanmasi, analizi ve paylasimi, yasal gerekliliklere uygun olarak
yapilmalidir. Bu nedenle saglik alaninda bir calisma gergeklestirilirken etik
degerlendirme ve hasta onami1 (6rnegin, ¢alismaya 6zgili onam veya genel onam
aracilifiyla) zorunludur (Jackson, Gardy, Shadiloo, Silva, 2019). Toplanan
verilerin kullanilabilir hale gelebilmesi i¢in bu etik kurallarin evrimi kaginilmaz
gorlinmektedir ve bu durum, beraberinde ¢ok sayida yeni etik soruyu da giindeme
getirecektir. Aragtirma/slirveyans ile veri koruma arasindaki arayiiz, ek zorluklar
olusturmaktadir (Staley, vd., 2019). Biiyiik veri setlerinin merkezler arasinda
paylasilacak olmasi durumunda, etik kurullar genellikle veri aktarimi ve kullanim
anlagmasi kapsaminda ayrintili bir veri yonetim plam talep etmektedir. Bu tiir
durumlarda, veri toplama, saklama, erisim haklari ve koruma yontemleri ile gorev
ve sorumluluklar, yayinlar ve fikri miilkiyet haklarini diizenleyen bir igbirligi ya
da konsorsiyum anlagsmasi yapilmasi da siklikla Onerilmektedir. (Bastanlar,
Ozuysal, 2013).

Sonu¢

Saglik hizmetlerinin dijitallesmesindeki gelismelerin gelecekte daha da hiz
kazanmasi beklenmektedir. Yapay zeka ile iligskili makine Ogrenimi, tibbi
mikrobiyoloji ve enfeksiyon hastaliklari verileri dahil olmak iizere, saglikla
iligkili verileri isleme bigcimimizi kokli bigimde degistirmektedir. Biiyiik
olasilikla, hasta bireylerde birbirine bagli veri kiimelerini iceren "nesnelerin
interneti" ortamindan, viicuda yerlestirilen cihazlar aracilifiyla saglikli
donemlerde dahi ayrintili saglik verisi saglayan "viicutlarm interneti" ortamina
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gecis yasanacaktir. Ayrica, metagenomik gibi molekiiler tani teknolojilerindeki
gelismeler, veri karmagsikligini 6nemli olgiide artiracaktir. Giincel egilimler,
onlimiizdeki on y1l igerisinde laboratuvar tan1 yontemlerinin éneminin daha da
artacagini gostermektedir. Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlari igin artik veri
yonetim siireglerini ve mevcut altyapilarini ve 6zellikle veri depolama ve aktarma
is akiglarmi degerlendirme donemidir. Dijitallesme ve yapay zekadaki
ilerlemeleri dngoriilerek kapsamli kavramsal yaklagimlar gelistirilmelidir.
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Bruselloz: Laboratuvar Test Yontemleri

Halime Daggez!

Bruselloz, siklikla hayvanlardan gegen yaygin bir zoonotik enfeksiyon olup,
endemik bolgelerde ciddi halk sagligi sorunlarmma sebep olmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii’ne (DSO) gére en ¢ok ihmal edilen yedi hastaliktan biridir ve halen
kiiresel onemini korumaktadir (1,2). Hayvancilik ve gida isletmeciliginde yeterli
olmayan hijyen Onlemleri hastaligin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Hayvansal iiriinlerin tiiketimi asil bulas yolu olsa da enfekte hayvanlarin viicut
stv1 ve salgilariyla temas mesleki ve halk sagligi sorunlarina sebep olmaktadir.
Bununla beraber enfeksiyoz dozun ¢ok diigsiik olmasi (10-100 bakteri), basil
iceren aerosoller ile kolay yayilabilmesi kaynakli laboratuvar i¢i bulag
goriilebilmekte ve ayni sebeplerle biyoterdrizm ajanlari listesinde yer almaktadir
(3). Ulkemizde brusella tiim komsularinda oldugu gibi endemiktir. Ozellikle
Gilineydogu ve Dogu Anadolu bolgesinde daha sik goriilmekte olup hastaligin
bildirimi iilkemizde zorunludur. Buna ragmen bildirilen vaka sayilarinin
beklenenden 6nemli Ol¢lide az oldugu tahmin edilmektedir (4,5). Brusella
prevalansi sosyoekonomik durum, cografi konum ve hayvancilik uygulamalar
etkili rol almaktadir.

GENEL BILGILER

Brucella cinsi uzun yillar 6 tiir olarak siniflandirilmis, molekiiler
genetik caligmalarin artmasi ve gelismesiyle tiir sayis1 artmis, konakei tip
tercihi ve filo genetik 6zelliklerine gore farkli siniflara ayrilmistir. Yeni
arastirilmalarda deniz memelilerinde, tarla faresi, babun, tilki gibi
hayvanlarda da farkl tiir brucella izole edilmistir. Her brucella tiiriiniin de
ayni zamanda c¢esitli biyovarlara ayrildigi gosterilmistir (6). Bununla
beraber insanlarda en sik B. melitensis (koyun ve kegiler), B.
abortus (s1g1r), B. suis (domuzlar), B. canis (kopekler) ve nadiren B.
inopinata kaynakli enfeksiyonlar goriiliir. Son zamanlarda B. ceti, B.
Pinnipedialis (deniz memelisi kaynakli) tiirlerinde de nadir insan
enfeksiyonlar bildirilmistir (7-11).

Brucella tiirleri, kiiciik boyutlu olup (0.5-0.7 % 0.6-1.5 pm) hareketsiz,
kapsiilsiiz, sporsuz, zorunlu aerob ve bazi tiirlerinde (B. abortus ve B. suis) CO2
destegine ihtiya¢ duyan gram-negatif kokobasillerdir. Karbonhidratlar1 fermente
etmezler. Oksidaz, katalaz ve {ireaz pozitiftirler. Retikiiloendotelyal sistem

! Uzm. Dr., Malatya Yesilyurt Hasan Calik Devlet Hastanesi, Tinni Mikrobiyoloji,
ORCID: 0000-0002-6777-6730
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igerisinde fakiiltatif hiicre i¢i parazit olarak bulunurlar (9-11). Brucella
ekzotoksinler, sitolizinler ve ekzoenzimler gibi klasik viriilans faktdrlerden
yoksundur. Patogenezinde hiicre i¢i parazit olmalart 6énemlidir ve bagisiklik
kacisinda, kronik enfeksiyonlar1 olugturmada etkilidir. Asil olarak fagositozu
inhibe eder, bakterisidal aktiviteyi azaltir, endotoksik reaksiyonlar1 azaltir ve
antijen sunumunu engeller (6,10).

Brucella klinigi cok degiskenlik gostermekle beraber akut veya subakut
baslayan, devamli, aralikli veya diizensiz, degisken siireli ates, gece terlemeleri,
halsizlik, myalji, eklem agrisi ile karakterize sistemik hastalik olusturur. Genel
semptomlardan fokal organ tutulumu ile seyreden hastaliga kadar degisik klinik
olustururlar.  Retikiiloendotelyal  tutuluma bagli  hepatosplenomegali,
lenfadenopati bulgulari, osteolojik patolojiler, epidimoorsit, iiveit gibi
semptomlara sebep olabilir. Kulugka siiresi 15 giin ile 6 ay arasinda degismekte
olup 1 yildan uzun siirerse kroniklesir (6,12,13).

TANI
BRUSELLOZ OLGU TANIMI

Tani, takip ve enfeksiyon silirveyaninda kullanilmasi onerilen olgu tanimlari
iilkemizde T.C. Saglik Bakanligi, WHO ve Amerikan hastalik kontrol ve dnleme
merkezi (CDC) tarafindan yapilmustir (1,12,13). Ulkemizde onerilen olgu
tanimlart ve klinik brucella tanimlar1 Tablo 1 de gosterilmistir. CDC’ye gore
kesin vaka taniminin ilki klinik drnekten Brucella spp. kiiltlirii ve tanimlamasi,
ikincisi ise sadece klinik vaka tanimina uyan ve Brucella spp.’nin klinik
orneklerden izole edilmesi veya iki hafta ve iizeri arayla alinmig akut/ konvelesan
serum Orneklerinde brusella antikor testlerinde dort ve daha fazla katlik artis
olmasi seklindedir (12).

Tablo 1: Bruselloz olgu tanimlar1 (5,13)

Vaka Tiirii Tamm / Olgiit

Klinik Tanimlama* Akut ya da sinsi baslangi¢li, devaml
veya diizensiz ates ile sayilacak olan
klinik bulgulardan en az biri: yorgunluk,
istahsizlik, kilo kayb1, bas agrisi, yogun
gece terlemesi, yaygin kas ve eklem
agrilari

Epidemiyolojik Kriter Hayvancilikla ugrasma, mesleki temas
(6rnegin laboratuvarda ¢alisma), enfekte
hayvan iiriinlerinin (6zellikle taze siit /
stit tirlinleri) tiikketimi

19



Destekleyici Serum 6rneklerinde RB testi ile antikor

Laboratuvar Kriteri pozitifligi**
Dogrulayici e Klinik &rneklerden insanlarda
Laboratuvar Kriterleri patojen Brucella tiir izolasyonu

e Daha Once tedavi almamis
vakada tek serum 6rneginde STA
ile antikor titresinin > 1/160
olmasi

e En az iki hafta arayla alinan cift
serum Orneginde STA titrelerinde
> 4 kat artig

e Klinik 6rneklerden insanda
patojen Brucella tiir niikleik asid

izolasyonu
Siipheli Vaka Tanimlanmamigtir
Olas1 Vaka Klinik tan1 dlgiitlerine uyan ve

epidemiyolojik veya destekleyici
laboratuvar kriterlerinden en az biriyle
uyumlu vaka

Kesin Vaka Klinik tan1 dlgiitlerine uyan ve
dogrulayici laboratuvar kriterlerinden en
az biriyle dogrulanmis vaka

RB: Rose-Bengal Testi, STA: Serum Tiip Agliitinasyon testi
*: Hastalik ¢esitli organlarda lokal hastalik seklinde goriilebilir.
**: RB test negatifligi tan1 ekartasyonunda yeterli degil

LABORATUVAR TANI TESTLERI

Insanlarda gériilen brusellozun tanimlanmas, hastalikla iliskili semptomlarin
degiskenligi ve spesifik olmamasi nedeniyle biiyiik Olgiide bakterinin klinik
orneklerden izolasyonu ve serolojik testlerle antikor yanitinin gdsterilmesi gibi
mikrobiyolojik analize dayanmaktadir. Klinik benzerlikten otiirii sitma, tifo,
tiilberkiiloz, septik artrit, endokardit, pnOmoni, romatolojik hastaliklar,
malignensiler, mantar enfeksiyonlar1 ve psikiyatrik bozukluklar dahil olmak
tizere diger bulasici/bulasici olmayan hastaliklarin ayirici tanisi gerekir (14).
Brusellozun laboratuvar tanisinda kiiltiir, serolojik testler ve molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Kesin tanida mikrobiyolojik incelemelerin 6nemli ve esas
olmas1 nedeniyle enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda laboratuvara biiyiik is
diismektedir.

KULTUR
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Bakteri baslica kan ve kemik iligi kiiltlirleri olmak {izere BOS, eklem sivisi,
apse igerigi gibi bircok klinik 6rnegin kiiltiirlerinden de izole edilebilir. Kiiltiir
halen altin standarttir ve izole edildiginde tan1 koydurucudur. Ancak duyarlilik
hastaligin evresi, kullanilan besiyeri sisteminin tiirli, 6ncesinde antibiyotik
kullanimi varligr gibi faktorlerden etkilenir (6,11,13,14,15). Kiiltiirde tireme
gozlenmemesi hastaligin dislanmas:t icin yeterli degildir. Brucella tiirlerinin
iireme dinamigi dikkate alindiginda kan kiiltiirlerinden izolasyon siiresi uzamakta
6 haftaya kadar gecikebilmektedir. Kan kiiltiir pozitiflik oram1 %10-%90 arasinda
degiskenlik gosterir. Bu oran hastalik ilerledikce giderek diiser, kronik
enfeksiyonda, fokal veya komplike vakalarda %5-20 kadar daha geriler. Kemik
iligi kiiltiiriinden izolasyon kan kiiltiirlerine gore daha yiiksek olmasina ragmen
Ornegin alinmasinin zahmetli ve zor olmasi nedeniyle tercih edilmez. Kiiltiir igin
kullanilan birgok sistem mevcut olup avantaj ve dezavantajlari mevcuttur. En
yliksek oranlar otomatize kan kiiltiirlii sistem sonuglarinda saglanmis olup
otomatize sisteme sahip olmayan laboratuvarlara Lizis-santrifiigasyon yontemi
onerilmektedir (14-16). Brucellanin kiiltiiriinde farkli teknikler kullanilabilir.
Manuel monofazik kiiltiirlerde, klasik olarak kan Ornekleri siselere ekilerek
35°C’de inkiibe edilir, ancak mikroorganizmanin yavas lireme 6zelligi nedeniyle,
isaretlenmemis siselerin 5—7 giin icinde erken atilmasi tanisal duyarliligi azaltir
(16,17). Siipheli durumlarda siselerin daha uzun siire bekletilmesi ve kor alt
kiiltiirlerin yapilmas: dnerilmektedir (17,18). Bifazik kiiltiir sistemlerinden olan
Ruiz-Castafieda yonteminde sise dibinde kati faz mevcuttur. Bu sayede
tekrarlanan alt kiiltiir gereksinimini azaltilarak hem is ylikiinii hem de laboratuvar
kaynakli bruselloz riski azaltilmistir (19). Farkli tipte gelistirilen bifazik
besiyerlerinde TUMS besiyeri, iireaz aktivitesine bagli pH degisimi sayesinde
Brucella tanisin1 hizlandirmistir (20). Hemolin (BioMérieux, Fransa) besiyerinde
yapilan ¢aligmada ortalama bes giinliik bir tespit siiresi bildirmesine ragmen 2
hafta sonrasinda da iireme tespit edilmistir (21). Lizis-bazl kiiltiir sistemleri,
fagosite edilmis Brucella’nin makrofaj, 16kosit ve lenfositlerden serbest
birakilmasini saglayarak izolasyon olasiligim artirmaktadir (22). Son yillarda
kullanilan otomatik kan kiiltiirii sistemleri (6r. BACTEC, BacT/ALERT), CO:
iretimini izleyen modern teknolojileri sayesinde tespit siiresini kisaltmis,
duyarlilig1 artirmis ve laboratuvar giivenligini iyilestirmistir (23-25).

Brucella'nin hematojen yayilimi sonucunda bakteriler uzak organlara ulasarak
fokal enfeksiyonlara neden olabilir. Bu nedenle kemik iligi, genital eksiidalar,
kemik dokusu, sinovyal sivi aspiratlar1 ve BOS gibi ¢esitli biyolojik drnekler
organizmanin saptanmasinda kiiltiire edilebilir (24,25). Brucella spp igerdigi
disiiniilen klinik o6rnekler en az BGD2 laboratuvar kosullarinda simif-IIA
biyogiivenlik kabini i¢inde standart giivenlik 6nlemleri dahilinde c¢alisilmalidir.
Kiiltiirlerde Brucella iiremesi halinde islemlere BGD3 laboratuvarlarda devam
edilmelidir. (3,12,13).
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Uretilen brucella tiirleri ¢esitli yontemle tiplendirilebilir. Morfolojik ve
biyokimyasal testlerden yararlanilabildigi gibi serolojik ve molekiiler
yontemlerde kullanilir. Tablo 2°de bazi tiirlerin ayriminda kullanilan fenotipik
testler goriilmektedir. Brucella kan, ¢ikolata ve BCYE (buffered-charcoal-yeast
exract agar) besiyerlerinde iirer, ancak MacConkey agarda gelismez. Izolasyon
icin secici ortam gerekmez ve plaklar, 35°C'de %5-10 CO2 ile zenginlestirilmis
atmosferde 14 giine kadar inkiibe edilmelidir. Brucella'nin tanimlanmasi, Gram
boyast ile mikroskopide kiimelenmis, soluk boyanan Gram negatif ¢ok kiigiik
kokobasillerin goriilmesine; pozitif oksidaz, katalaz ve iireaz aktivitelerine; seker
fermantasyonunun olmamasina, H.S iiretimine; tiyonin ve bazik fuksin
varliginda biiyiime yetisine; oksidatif metabolik test sonuglarina ve hareketlilik
eksikligine dayanir (6,10).

Tablo 2: Brucella ayriminda kullanilan fenotipik testler

Ozellikler B. Melitensis = B. Abortus | B. Suis B. Canis Deniz Tiirleri
Fuksin Evet Evet Hayir | Degisken Evet
Varhginda

Ureme

Tiyonin Evet Hayir Evet Evet Evet
Varhginda

Ureme

Safranin Evet Evet Hayir Hayir Evet
Varhginda

Ureme

H2S Uretimi Hayir Evet Hayir Hayir Hayir
Faj

Varhginda

Ureme

Thb Hayir Evet Hayir Hayir Hayir
Wb Hayir Evet Evet Hayir Evet
1z Evet Evet Evet Hayir Evet
R/C Hay1r Evet Hayir | Evet Hayir

Tanimlamada API 20 NE® (bioMerieux) gibi ticari olarak temin edilebilen
biyokimyasal testler kullanildiginda Brucella spp Psychrobacter veya
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Ochrobactrum tiiriinde bakteriler olarak yanlis tanimlanabilir (26). Micronaut™
brucella tiir ve biyovarlarinin tanimlanmasinda 93 farkli substrat kullanan yar
otomatize bir sistemdir. Ozellikle atipik suslar diisiiniildiigiinde tiip testlerinin
yerine veya tamamlayici olarak kullanilabilir (27). Tiir tanimlamada geleneksel
fenotipik yontemlerin yani sira, dogrulugu bazen geligkili olsa da Matris Destekli
Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu-Ucus Siiresi kiitle spektrometrisi (MALDI-
TOF) teknolojisi ile de gergeklestirilebilir (28-30).

Gram negatif bakteri identifikasyonunda kullanilan ticari hazir kitlerin
Brucella tiirlerini tanimlamada hatali olabilecegi akilda tutulmahdir. Vitek-2
otomatize sistemlerinde gram negatif tanmimlama kartina ek oksidaz testi
uygulanarak B. melitensis“in tanimlandig bildirilmistir (31,32).

SEROLOJIK TESTLER

Brucellanin  kiiltiiriindeki  zorluklar ve klinik hastalarin  hepsinde
iiretilememesi gibi nedenlerle tanida serolojik testler 6n plana ¢ikmaktadir.
Diisiik maliyet, kullanim kolaylig1 ve yiiksek negatif 6ngdrii degerine sahip
olmalar1 nedeniyle endemik ve diisiik-orta gelirli iilkelerde halen brusellozun
teshisi icin ana tam1 yontemleridir. Tani, takip ve tedavi etkinligi, relaps gibi
durumlarda da kullanilir. Buna ragmen serolojik testler; enfeksiyonun erken
evrelerinde yeterli antikor yanitinin olusmamasina baglh yalanci negatiflikler,
brucella test antijenlerinin bazi farkli tiir bakterilerle ayn1 olmasi nedeniyle
olusmus IgM yanitinda ¢apraz reaksiyonlarin goriilmesine bagli yanlis
pozitiflikler, prezon fenomen olarak bilinen antikor miktarinin fazla olmasi ve
0zgil olmayan serum faktorlerine bagh disik titrelerde agliitinasyon
gorlilmemesine bagl yanlis negatiflikler, testlerde kullanilan antijen tiirtine bagh
B. canis enfeksiyonunun atlanmast ve inkomplet antikorlar nedeniyle
agliitinasyonun gozlenememesine bagli yalanci negatiflik olmasi gibi sorunlari
barindirir (14,33). Bu sebeple ¢ogu zaman tanida tek bir test yeterli olmayip
birlikte kullaniimas1 gerekmektedir. Ulkemizde saglik bakanliginin 6nerdigi tani
algoritmasi Sekil 1 de goriilmektedir (13).
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Sekil 1: Brucella tani olgoritmasi (13)

Klinik laboratuvar - i
BRUSELLOZ SUPHELI VAKA

= Ates (devaml ya da dedisken, dizensiz), dzellikle geceleri yogun terlems,
hepatomegali ve/veya splenomegali, ostecartikiler belirtiler

= Epidemiyolojik risk faktérleri (hayvancilikla ugras, mesleki temas veya taze
peynir, siit ve sit drinleri gibi enfekte hayvan Grinlerinin tiketilmesi dykiist)

— -
| ; ! ;
BOS Diger klinik érnek

Serum [narobruselloz [etkilenen wicut bélgesine
siiphesinde) gore)*

Kan

{veya kemik iligi)

Serolojik inceleme Kiiltiir

A IfT veya Kan kiltird, BOS kiltiri, klinik
SAT/RB + Brucellacapt® veya drneklerden direkt kiltir ekimleri

IgM + IgG ELISA MNegatif
pozitif Kuskulu Gremelerden ilk
tamimlamama
SAT=1:160 veya RB pozitif Molekiiler testler
CT/Brucellacapt >1:640 PCR, 165 rRNA gen
1gG [+IgM) ELISA pozitif ! dizilimi

Serckonwversiyan

Gram boyamada cok kicik (0.4 x 0.8
um), gram-negatif kokobasiller

Kanh agar pasajinda kigik, kremsi, diz,
parlak, hemolizsiz keloniler; katalaz ve
oksidaz pozitif; 5. aureus ile satellit
ireme yok; lreaz pozitif, nitrat pozitif.

Ileri taimlama teknikleri (boyalara

Referans laboratuvar Brucella spp  *+———duyarlilik; antijenik tiplendirme vb.)

SAT, serum agliitinasyon testi; RB, Rose-Bengal (test); CT, Coombs test
* karaciger, lenf nodu gibi dokulardan biyopsi materyali, apse aspirati, daha az siklikla periton sivisi, plevral
s1v1, sinoviyal sivi ve diger normalde steril viicut sivilart

Brucella ile temastan sonra klinik evre ve hastaligin fokal ya da sistemik
seyirli olmasina gore antikor diizeyleri degiskenlik gosterir. Her insanda immiin
yamtta farkliliklar olsa da genel olarak bruselloz enfeksiyonunun ilk haftasinda
IgM, sonraki ikinci haftada IgG ve takiben IgA yamit1 gelisir. Erken donemde
antikorlar1 hepsinin titreleri artarak yaklasik dordiincii haftada pik seviyelerine
ulagir. Uzayan olgularda esas olarak IgG ve IgA yamiti vardir ve IgM
konsantrasyonlar1 giderek azalir. Bununla beraber tamamen iyilesmis olgularin
%20-25"inde kiir sonrasi ilk yilda bile IgM antikorlar1 belirlenmistir. Ilerleyen
siiregte non-agliitinan (inkomplet) antikor dedigimiz antijenle tam olarak
agliitinasyon olusturmayan ve birgogunun IgG (G1, G2) ve IgA tipinde oldugu
antikorlar daha fazla hale gelerek serolojik testlerin yalanci negatifligine yol
acabilir. Sekil 2 de brucelloz enfeksiyonu sirasinda antikor diizeyleri
goriilmektedir (13,14).
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Sekil 2: Brucelloz enfeksiyon seyrinde antikor seviyeleri (12)

Pozitif
Kan Kiltiirg Akut Alevlenme
L : g™
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Bir¢ok Gram-negatif bakteri gibi Brucella suslar1 da hiicre duvar biitiinliigiinii
korumak i¢in gerekli olan lipopolisakkarit (LPS) iiretirler. B. ovis ve B. canis.
hari¢ Polisakkarit O-zinciri, ¢ekirdek ve lipit A'dan olusan diiz bir LPS'ye (S-
LPS) sahiptirler. Brucella O-polisakkaritinin immiinodominant epitopu Yersinia
enterocolitica O:9, Salmonella urbana group N, Vibrio cholerae Ol, Francisella
tularensis, Escherichia coli O:157, Escherichia hermanni, ve Stenotrophomonas
maltophilia ile benzediginden dolay: testlerde ¢capraz reaksiyonlara sebep olarak
testlerin 6zgiilliigiinii diisiirebilir (26).

Rose Bengal Testi

Bu test hizli, ucuz ve kolay uygulanabilir bir plak agliitinasyon testidir ve bu
durum tarama testi olarak kullanilmasimi uygun kilar. B. abortus S99 veya
S1119.3 suslarinin asit tampondaki (ph:3.65) siispansiyonu antijen olarak
kullanilir. Lam veya kart tizerinde serum ile karsilattirildiginda 4 dakika i¢inde
agliitinasyon varligi pozitiftir. Asidik ortam IgG1 ve blokan IgA antikorlarinin da
reaksiyona katilmasini artirirken IgM agliitinasyonunu azaltir. Bu durum hem
agliitinan hem de nonagliitinan antikorlarin tespit edilmesini saglar. Capraz
reaksiyonlar IgM kaynakli oldugu i¢in asidik ortam yalanci pozitiflikleri azaltir.
DSO pozitif sonuclarin diger testlerle dogrulanmasini 6nermektedir. Testin
duyarlilig1 yiiksek (>90), 6zgiilliigi ise %75-91 arasindadir (1,13,14,34)

Serum Aiitinasyon Testi

Serum agliitinasyon testinin (SAT), Wrigth testi, tiip agliitinasyon testi gibi
isimleri de vardir. B. abortus S kokenlerinin (S99/S1119-3) 1s1 ile 6ldiiriilmiis
fenollii tam hiicre slispansiyonlar antijen olarak kullanilir. Bu test tanida referans
yontem olup IgM, IgG ve IgA smifi antikorlar1 da belirler. Test notral PH’da
yapildigi i¢cin IgM’leri daha ¢ok tespit eder. Testin duyarliligt %92 6zgiilliigii ise
%100’diir (35,36).
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Test; hasta serumunun 1/10-1/2560 araliginda diliisyonlar1 iizerine antijen
eklenerek, 37C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi agliitinasyon varligi
degerlendirilmesi ile yapilir. Degerlendirmede dipte diigme tarzi ¢okiintii
goriilmesi veya 1/160 diliisyona kadar dantela seklinde agliitinasyon varlig
negatif olarak degerlendirilir. Testte total antikorlarin titresi belirlendigi igin IgG
ve IgM ayrimi yapilamadigindan, test sonucu pozitif bulundugunda akut
enfeksiyon ayrimi i¢in 2-merkaptoetanol testi veya ELISA testi yapilmalidir. Test
sonucunda tek serum Orneginde >1/160 titreler klinige akut bruselloz lehine
pozitif olarak bildirilir. Diisiik titrelerde goriilen agliitinasyonlarda hastaligin yeni
baslamig olabilecegi akilda tutularak 10-14 giin sonrasinda Ornek
tekrarlanmalidir. Cift serum Orneginin incelemesinde >4 kat titre artigi veya
serokonversiyon varliginda akut bruselloz igin kesin tani Olgiitiidiir. Tek bir
serum Ornegindeki 1/160 ve {izeri titre epidemiyolojik temas Oykiisii ve klinik
hastalik varliginda akut/aktif brusellozla uyumludur. Tiim bunlara ragmen
yalanct negatif ve pozitif sonuclar tanty1 giliclestirmektedir. Negatif sonuca
ragmen klinik bruselloz siiphesi olan hastalarda cogunlugunun IgG (IgG1 ve
IgG2) ve IgA yapisindaki antikorlardan olusan blokan antikor varlig1 veya prozon
fenomeni akilda tutulmalidir. Blokan antikor varligi diisiiniildigiinde ELISA
veya Coombs testi yapilmalidir. Prozon fenomeni daha ¢ok subakut ve kronik
olgularda daha az da akut evrede de goriilebilir. Hasta serumunun daha ileri
titrasyonu yapilarak ¢éziimlenebilir (14,16,32,36)

Bruselloz tanisinda tek bir testin yeterli duyarlilik ve 6zgiilliik saglamadig,
farkli testlerin birlikte kullaniminin tanisal dogrulugu artirdig1 bildirilmektedir.
Loubet ve ark., serolojik ve molekiiler testlerin kombinasyonunun, 6zellikle akut
olgularda tanisal performansi anlamlh o6lgiide iyilestirdigini gostermistir (37).
Benzer sekilde, Xu ve ark. serolojik testlerin klinik 6rneklerde etkinligini
degerlendirerek, farkli antijenik hedeflerin bir arada kullanilmasinin tani
basarisini artirdigini vurgulamistir (38). Mohseni ve ark. ise ELISA, PCR ve
serum agliitinasyon testlerini karsilastirmis ve ELISA’nin yiiksek duyarlilik,
PCR’1n ise ozgiilliik acgisindan iistiin oldugunu bildirmistir (39). Bu veriler,
bruselloz tanisinda ¢oklu test yaklagimlarinin tek basina kullanilan yontemlere
gore daha giivenilir sonuglar sundugunu ortaya koymaktadir.

Merkaptan Bazh Testler

Akut bruselloz tanisi, prognozun degerlendirilmesi ve hastalik evresinin
saptanmasinda kullanilir. Tip agliitinasyon testinden farkli olarak hasta
serumu SF ile degil merkaptan/rediiktan (2-ME ve dithiothreitol) maddeler ile
diliie edilir. Boylece IgM tipi antikorlar agliitinasyon yetenegini kaybederken
ortamdaki IgG etkilenmeden kalir. Titrasyonla kronik ve akut enfeksiyon
ayrimina katki saglanir (40,41).
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Coombs Testi (Anti-human Globulin Test)

Komplike ve kronik olgularda blokan antikor varligi, agammagloblunemi
veya prozon varliginda STA testi yalanci negatiflik gosterebilir. Test
prosediiriinde standart tiip agliitinasyon yapildiktan sonra agliitinasyon veren
tiipler ¢calismadan ¢ikarilir. Diger tiipler santrifiij edilerek SF ile yikama islemi
uygulanarak ii¢ kez tekrarlanir. Coombs serumu eklendikten sonra 24 saat inkiibe
edilerek degerlendirilir. Tanisal titre konusu netlik kazanmasa da bazi kimisinde
SAT titresinin iki kat1 (>1:320), kimisinde ise SAT ile elde edilen titre degerinde
en az 4 kat artis olmasini CT i¢in anlamli olarak kabul edilmistir. Testin duyarlilik
ve Ozgilligii sirastyla %92-%100°diir. CT titreleri akut brusellozda SAT
titrelerinden 4-16 kat, tedavi almamis kronik brucelloz da ise 16-256 kat daha
yiiksektir (13,14,40,42).

Brucella Coombs Jel Test

Klasik Brucella Coombs testinin jel teknolojisiyle gelistirilmis hizli bir
versiyonu olan brucella coombs jel testte mikrokolonlara jel matrisi igerisine
Coombs antikorlar1 yerlestirilmistir. Basit ve hizli bir agliitinasyon testidir ve
santrifiij sonrasi jel i¢inde ¢izgi seklinde agliitinasyonun zonu gozlenmesi esasina
dayanir. Antikorlarin yoklugunda, Brucella antijeni jel kart sisteminin dibinde
¢oker. Yaklagik 15-20 dakika i¢inde sonug verir. Yapilan bircok ¢aligmada
duyarlilik 95-98, 6zgiilliik 94-97 arasinda degismektedir. Rose-Bengal, STA ve
ELISA testleriyle yiiksek oranda korelasyon saptanmis Ozellikle diisiik titreli
serumlarda klasik testlerden daha duyarhi sonuglar elde edilmistir. Ozellikle
kronik ve diisiik antikor diizeyli olgularda diger testleri tamamlayici niteliktedir
ve laboratuvar tanisinda giiclii bir alternatif olarak dnerilmektedir (43-49).

Immunocapture Agliitinasyon Test

Brucellacapt test (Vircell, Ispanya) anti-insan immiinoglobulinleri ile
kaplanmig mikrotitre kuyucuklarindan olusur. Kalifiye laboratuvar personeli
veya ek bilesenler gerektirmez ve sonuglar 24 saat sonra okunur. Antijen
olarak B. abortus susu kullanilan test asidik ortamda ¢aligmaktadir. Agliitine olan
ve olmayan inkomplet antikorlarida tespit eder. Seyreltilmis hasta serumu ve
antijeni kuyucuklara eklenir ve seritler 37°C'de 24 saat inkiibe edilir.
Kuyucuklarin dibinde merkezi bir ¢okiintii olmasi negatif olarak yorumlanir.
Klasik serolojik yoOntemlere alternatif modern bir tanmi1 yaklasimi sunan
Brucellacapt test, pratiktir ve yiiksek 6zgiillik ve duyarliliktadir. Tanida STA
testi ile Brucellacapt kullanimi yaralidir (11,14,50).

Elisa testi
Hastaligin tani, evrelemesinde ve takibinde oldukga yarali olan test, yliksek

duyarlik ve 6zgiilliikkle 4-6 saat i¢inde ve kantitatif olarak saptayabilmektedir.
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Yontem ile total antikorlar saptanabilecegi gibi tek tek immunglobliinlerin
titreleride ¢aligilabilir. Caligmalarda ticari ELISA IgM testinin diigiik duyarlilikta
oldugunu, ELISA testlerinin konvansiyonel testlere iistiinliigliniin olmadigini
belirtmislerdir (41). ELISA 6zellikle ndrobruselloz dan kuskulanildiginda BOS
incelemesinde tanitya yardimcidir. ELISA yeterli sayida numune biriktiginde
calisilan bir test oldugu icin siirveyansta tercih edilmektedir. Ozgiilliigiin diisiik
olmasina bagli ortaya cikabilecek yalanci pozitif sonuglar nedeniyle CDC
agliitinasyon  temelli olmayan testlerin  bruselloz  dogrulanmasinda
kullanilmamasini 6nermektedir(12,13,14,41) .

Lateral flow test

Brusellaya 6zgiil IgG ve IgM antikorlarini tespit eden immiinokromatografik
bir yontemdir. Duyarliligi ve 6zgiilligli yiiksek olan testin sonuglar1 SAT ile
uyumludur. Testin ¢aligilmasi kolaydir ve sonuglanmasi hizlidir (51,52).

MOLEKULER YONTEMLER

Her tiirli doku ya da 6rnekle ¢alisilabilmesi, hizli olmalar1 ve asemptomatik
hastalarda bile sonu¢ vermeleri molekiiler yontemleri avantaj kilsa da uzmanlik
gerektirmeleri yliksek maliyetli olmalar1 nedeniyle uygulanabilirlikleri kisitlidir.
Ayrica kronik hastalarda ve antibiyotik alan hastalarda bakteri yiikiiniin azalmasi
nedeniyle Brucella DNA’sinin elde edilmesi zorlagmaktadir. DNA tespit edilse
bile yasayan bakteriyi direk gostermedigi igin taniy1 destekleyicidir. Bu testlerin
duyarlilig1 %50-%100 arasinda degismektedir. Bu degiskenlikte kullanilan DNA
izolasyon yontemleri, test edilen materyalin cinsi, kullanilan gen bdlgesi gibi
birgok etken sorumludur. Son yillarda yapilan ¢alismalar PCR yontemlerinin tani
ve tedavi takibinde yararli oldugunu gostermektedir. Akut hastalikta Brucella
DNA's1 tespiti neredeyse kesinken, antibiyotik tedavisiyle birlikte DNA diizeyleri
diismekte fakat asemptomatik hastalarda diisiik seviyede kalabilmektedir. Ancak,
tedavi basarisi veya niiksii belirlemede kesin kriterler yoktur.

Kantitatif gercek zamanli PCR, 6zellikle klasik yontemlerin yetersiz kaldig
durumlarda tamida degerli olup, aktif ve eski enfeksiyonlari ayirt etmede
yardimcidir. Klinik yanit her zaman patojenin tamamen temizlendigini
gostermez. Klinik iyilesmeden sonra bile uzun siire saptanabilen DNA nedeniyle
tedavi sonrasi alinan sonuglar her zaman niiks anlamina gelmez. Gergek zamanlh
PCR'n duyarlilig: yiiksek olsa da, niiks ve kronik ayriminda tek basina yeterli
degildir (26).

Klinik 6rneklerde PCR ile Brucella DNA belirlenmesi, CDC tarafindan
oOnerilen olasi laboratuvar tani 6lgiitii arasinda yer almaktadir (12). Klasik PCR
‘da cesitli gen hedefleri kullanilabilir. Bunlardan 16S rRNA ¢apraz reaksiyonlar
sonucu yanlis pozitiflikler verebilmektedir. IS711 dizisi kullanimlarinda da bazi
suslarm dizi varyasyonlar1 veya yoklugu nedeniyle dogrulu tartismaya agiktir
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(53). Bu nedenle omp2, omp31, recA geni, 26-kDa’luk periplazmik proteini
kodlayan omp28/bp26 geni, RNA Polimeraz Beta Alt Birimi (rpoB) ve 31-
kDa’luk hiicre yiizey proteinini kodlayan besp31 gibi genlerde PCR da
kullanilmaktadir. immiinojenik membran proteinini kodlayan besp31 geninin
tutarlilig1 ve bagisiklik tepkisi nedeniyle tani igin en sik kullanilan gen olmustur
(54,55,56).

Real-time PCR, multiplex PCR, nested PCR, PCR-enzyme immunoassay
(PCR-EIA) ve loop-mediated isothermal amplification (LAMP) kullanilan diger
molekiiler yontemlerdir. PCR restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi
(RFLP) ve B. abortus, B. melitensis, B. ovis ve B. suis PCR (AMOS-PCR),
Brucella DNA'sim1 tanimlamada diger énemli duyarlilik saglayan PCR tabanl
molekiiler yaklagimlardir. Brucella tiirlerini ayirt etmek amaciyla, IS711
bolgesinde goriilen polimorfizm temel alinarak AMOS-PCR adl ilk tiir-6zgii
multipleks PCR gelistirilmistir (57). Ayrica, izotermal amplifikasyon (LAMP)
yonteminin klinik 6rneklerden Brucella tespiti icin hizli, dogrudan ve giivenilir
bir tan1 yontemi oldugu goriilmektedir (58).

DiGER TEKNIKLER
Hizh Dikey Akis Teknolojisi (RVFT)

Brucella antikorlarini tespit eden ¢igek benzeri indirgeyici madde olarak f3-
siklodekstrin igeren altin nanopartikiiller ve glimiis biriktirme esasina dayanan
hizli dikey akis teknolojisi (RVFT), gelistirilen yontemlerdendir. Lateral akis
testlerinde karsilagilan yanlis negatif sonu¢ sorununu etkin sekilde dnlemekle
beraber kullanimi pratik olup, c¢iplak gozle 5-6 dakika icinde sonug
aliabilmektedir. Tespit sinir1 4 IU/mL'dir. Yontemin hassasiyetini artirmak igin
bruselloz antikorlarinin tespitinde LPS’den yararlamilmis, tam kan ve diger
biyolojik orneklerle de kullanilabilmesini saglayan ¢ok amacgli bir tampon
igermektedir (59,60).

Kuantum Nokta Tabanli immiinokromatografik Test Seridi

Bruselloz antikorlarinin sahada hizli tespiti amaciyla Quantum Dot (QD)
tabanli immiinokromatografik bir sistem gelistirilmistir. Test seridinin duyarlilig
%98,53, ozgilliigii %93,57 ve standart agliitinasyon testiyle korelasyon orani
%96,98 olarak rapor edilmistir (61).

CRISPR/CAST

Brucella niikleik asidini hizli bir sekilde tespit edebilen bir CRISPR/CAST
(CRISPR/Cas12a Test geridi) temelli test planlanan bir ¢alismada;
CRISPR/Cas12a sistemini, rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA) ve
yanal akis okuma ile birlestirilmistir. Testte B. melitensis lizerinde bp26 genini
secilerek izotermal sicaklik kosullarinda test edilmis ve 30 dakika ig¢inde 10
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kopya/ul hassasiyetle tamamlanabilmis. Yeni c¢alismalarla desteklenmesi
gerekliligine ragmen yiiksek hassasiyeti ile umut vadetmektedir (62). Yine yakin
zamanl bir calismada Brucella BCSP31 genine dayali niikleik asit tespiti i¢in
CRISPR/cas13a destekli CRISPR RNA (crRNA) ve RAA primerleri
tasarlanimis; floresan tespit yontemi ve bir kagit serit tespit yontemi ile entegre
edilmistir. Tanida potansiyel uygulanabilirligi gosterilmistir (63)

Kolloidal Altin Immiinokromatografik Test

Brucella tespitinde kullanilmak iizere LPS'ye yiiksek afinite ve diger
bakterilerle sinirli ¢apraz reaksiyon gosteren bir monoklonal antikor olan LPS-
6B5 tretilmistir. Kiiltiirlenmis B. melitensis, B. abortus ve B. suis'i tespit etmede
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik gdsteren bir kolloidal altin immiinokromatografik
test (GICA) olarak kullanima sunulmustur. Farkli ¢aligmalarla desteklenerek
gelistirilmesi gerekmektedir (64).

Proteomiks

Gilinlimiizde proteomik teknolojiler, diizenleyici sistemlerin mikrobiyal
protein kompozisyonu tizerindeki etkilerini belirlemede 6nemli bir postgenomik
yaklagim olarak 6ne g¢ikmaktadir. Mikrobiyal fizyoloji, gen ekspresyonu ve
bakteri-konak hiicre etkilesimlerinin incelenmesinde etkili bir ara¢ sunar. LC-MS
tabanli proteomik teknolojisi ise Ozellikle Brucella tanisinda yaygin olarak
kullanilmakta ve bu alanda katki saglamaktadir (65).

Yeni teknolojilerle brucella tiirleri {izerindeki c¢alismalar Brucella'nin
immiinodominant proteinlerinin tespitinde, viriilans ve konak yanitin1 anlamada
biiylik katki saglamaktadir. Biiylik cogunlugunun dis zar veya periplazmik
proteinlerin olusturdugu tanimlanan proteinlerden bazilar1t BAB1-1885, Brucella
protein26 (BP26), Cu-Zn siiperoksit dismutaz (SodC), Leu/Ile/Val baglayici aile
proteini, VirB12, Serin proteaz, ikiz arginin, bakteriyoferritin (Bfr), tiamin
tastyici baglayici protein, Istila proteini B (InvB), Brucella lumazin sentaz (BLS),
malat dehidrogenaz (Mdh) ve Aldehit dehidrogenazdir. VirB12, rekombinant
BP26 ve BLS gibi proteinlerle yapilan bazi ¢aligmalarda brusellozun tanisinda
capraz reaksiyon vermeden, hizl, yiiksek dogruluk ve spesifitede sonug
verecegini gostermistir (66,67).
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The Oral Microbiome in Systemic Health:
Periodontitis and Breast Cancer Connection

Banu Can’

Structure of the Oral Microbiome

The oral cavity harbors one of the richest and most diverse microbial
communities in the human body. In addition to more than 700 bacterial species,
this ecosystem includes fungi, viruses, and protozoa that colonize distinct
ecological niches such as dental plaque, the tongue, buccal mucosa, palates, and
tonsils. Oral microbial dysbiosis refers to the disruption of the balance between
beneficial and pathogenic microorganisms. The equilibrium of the oral
microbiome is critical not only for oral but also for systemic health (1). When this
balance is disturbed, increasing evidence suggests that microbial dysbiosis is
associated with systemic inflammatory diseases and malignancies. This condition
may contribute to the development of breast cancer through the following
mechanisms (2, 3):

e Chronic inflammation: Microbial dysbiosis can increase the
production of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS), leading to DNA damage and genetic instability.

e Bacterial toxins: Toxins produced by certain periodontal bacteria may
disrupt cell cycle regulation and promote malignant transformation.

e Metabolic alterations: Metabolic products of oral pathogens can
create acidic and hypoxic conditions within the tumor
microenvironment, thereby fostering cancer cell growth.

Periodontal Microorganisms in Disease

Periodontitis is a chronic, multifactorial inflammatory disease associated with
dental plaque biofilm, leading to persistent and destructive inflammatory
responses (4). The global prevalence of periodontitis is estimated at 45-50%,
with the most severe form affecting 11.2% of the world’s population, ranking it
as the sixth most common human disease (5).

Periodontal diseases are initiated by dysbiotic microbial biofilms that trigger
the host immune response and progress through chronic inflammation. Several
microbial complexes play critical roles in this process (6,7):
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Table 1. Key microbial complexes associated with periodontal diseases

Microbial Representative Species Clinical Role
Complex
Red complex | Porphyromonas gingivalis, Strongly associated with
Treponema denticola, advanced periodontitis
Tannerella forsythia
Orange Fusobacterium nucleatum, Critical in disease
complex Prevotella intermedia progression and biofilm
bridging
Early Streptococcus spp., Initiation of biofilm and
colonizers Actinomyces spp. facilitation of pathogen
adhesion
Emerging Filifactor alocis, Selenomonas Detected in severe and
pathogens spp. refractory cases

Systemic Effects of Periodontal Pathogens

Periodontal pathogens can disseminate into the systemic circulation through
various mechanisms. These are summarized in Table 2 (8):
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Table 2. Mechanisms explaining the relationship between periodontal infections and

systemic diseases

Mechanism Description | Systemic Associated
Effects Periodontal Pathogens

Metastatic Periodontal | Colonization | P. gingivalis, F.

Infection pathogens of distant nucleatum, T. denticola

(Bacteremia) entering the | tissues, local
bloodstream | infection

Metastatic Injury | Release of Tissue A.

(Toxin Release) bacterial damage and | actinomycetemcomitan
toxins into cellular s, P. gingivalis
systemic dysfunction
circulation in distant

organs

Metastatic Release of Systemic All periodontal

Inflammation pro- inflammation | pathogens
inflammator | , oxidative
y cytokines | stress, tissue
into damage
circulation

Immune Alteration of | Disruption of | P. gingivalis, T.

Modulation the host immune forsythia
immune surveillance,
response abnormal

immune
activation

Genetic/Epigeneti | Modification | Changes in F. nucleatum, P.

¢ Alterations of genetic gene gingivalis
material in expression,
host cells disrupted cell

signaling

Ocxidative Stress Increased DNA P. gingivalis, T.
production damage, denticola, T. forsythia
of ROS and | cellular
RNS aging,

modulation
of apoptosis
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Periodontitis and Cancer

Over the past decade, numerous research efforts have focused on
understanding the impact of oral microbial burden on an individual’s overall
systemic health. Many studies (9—11) have specifically addressed the association
between chronic gingival inflammation and the development of breast cancer.

Epidemiological data demonstrate that periodontitis may increase the risk of
several types of cancer. The strongest associations have been observed with
cancers of the oral cavity, gastrointestinal tract, lungs, hematopoietic tissues, and
breast cancer (12).

Table 3. Epidemiological associations between periodontitis and cancers
Cancer Type Mechanistic Explanation
Oral cavity cancers Direct microbial access and chronic local inflammation

Translocation of Fusobacterium nucleatum into

Colorectal cancer .
colorectal tissue

Pancreatic cancer Systemic inflammation and microbial dissemination
Lung cancer Aspiration of oral pathogens into the lungs
Hematopoietic

. Chronic systemic inflammatory environment
malignancy

Oral microbial dysbiosis, systemic inflammation,

Breast cancer .
hormonal modulation

Studies have shown that periodontal pathogens such as Porphyromonas

gingivalis and Fusobacterium nucleatum are linked to systemic complications

(6). Moreover, the microbial community context is relevant to oncopathogenicity,

as P. gingivalis and F. nucleatum consortia have been demonstrated to act

synergistically in vivo in oral cancer models (7).
Periodontitis and Breast Cancer
Epidemiological Evidence

Breast cancer is the most common malignant tumor among women,
accounting for 30% of all cases and 15% of cancer-related deaths in 2021 (13).
Disruptions in the oral microbiome may be associated with breast cancer risk
factors (14). In animal experimental models, Fusobacterium
nucleatum originating from the oral cavity can disseminate via the bloodstream
to breast tumors, where it accelerates tumor growth and supports metastatic
progression (15).

Meta-analyses have shown that women with periodontitis have approximately
a20-30% increased risk of developing breast cancer. Furthermore, a dose—
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response relationship has been reported, indicating that the severity of periodontal
disease correlates with an elevated breast cancer risk (16).

Microbial Mechanisms in Breast Cancer

Table 4. Periodontal microorganisms associated with breast cancer

Pathogen Mechanism in Breast Cancer
Fusobacterium Activates the E-cadherin/B-catenin signaling pathway via
nucleatum FadA adhesin; facilitates immune evasion
Porphyromonas Induces epithelial-mesenchymal transition (EMT);
gingivalis increases metastatic potential
Treponema Activates matrix metalloproteinases (MMPs) through
denticola protease activity; promotes invasion

Potential Molecular Mechanisms in the Breast Cancer—Periodontitis
Relationship

Toll-like  receptor (TLR) activation: Pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) of periodontal microorganisms can
activate TLRs, inducing the production of pro-inflammatory
cytokines and triggering NF-«xB signaling.

Estrogen metabolism: Periodontal bacteria may influence estrogen
metabolism,  thereby increasing breast cancer risk. P.
gingivalis and P. intermedia, for example, produce enzymes capable
of metabolizing estradiol.

Matrix metalloproteinases (MMPs): MMPs produced during
periodontitis contribute to extracellular matrix degradation, thereby
facilitating tumor invasion and metastasis.

MicroRNAs (miRNAs): Periodontal infection can alter the
expression of cancer-associated miRNAs, leading to the
downregulation of tumor suppressor genes and upregulation of
oncogenes (17, 18).

Confounding Factors and Limitations

Clarifying the causal relationship between periodontitis and breast cancer is
challenging due to several shared risk factors, such as smoking, alcohol
consumption, obesity, dietary habits, and a sedentary lifestyle. Additionally,
methodological limitations—including variations in the definition of periodontal
disease, small sample sizes, and retrospective study designs—further complicate
interpretation (19).

Although associations between microbial or salivary biomarkers and both
diseases suggest a potential causal link, some studies do not support a direct
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relationship between periodontitis and breast cancer (14, 20). This raises the
possibility that the observed correlation may be coincidental or confounded by
unknown variables. Furthermore, causal inference cannot be established from
observational studies alone. Many patients with periodontitis also suffer from
multiple systemic conditions, and some breast cancer patients present with
common comorbidities such as diabetes (21, 22, 23) and cardiovascular disease
(24, 25, 26). These shared inflammatory pathways may therefore underlie the
apparent association between periodontitis and breast cancer.

Clinical Applications

Maintaining periodontal health may serve as a complementary approach in
cancer prevention strategies. For women at risk of breast cancer, strategies to
preserve and improve periodontal health may include:

e Regular periodontal examinations and professional dental cleanings
e Promotion of optimal oral hygiene practices

e Early diagnosis and treatment of periodontal diseases

e Controlled use of antimicrobial mouth rinses

e Patient education regarding the relationship between systemic and
periodontal health

However, it remains unclear whether periodontal therapy reduces the
incidence of breast cancer or improves prognosis. Therefore, prospective
interventional studies are required (19).

Table 5. Future directions in periodontitis—breast cancer research

Research Focus Rationale
Prospective cohort studies To provide clearer evidence of causality
(Sﬁt:ggggilcz:d periodontal To ensure comparability across studies
Microbiome biomarker discovery  For early detection and risk stratification
Periodontal therapy trials To evaluate preventive and prognostic benefits

To identify therapeutic targets (e.g., TLRs,

Molecular pathway investigations miRNAs)

Methodological Trends and Future Perspectives: Strategies to Improve
Research on the Periodontitis—Breast Cancer Association

To overcome the methodological limitations encountered in investigating the
relationship between periodontitis and breast cancer, the scientific community
has been developing increasingly sophisticated approaches. Contemporary
research paradigms, multidisciplinary collaborations, and technological
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advancements now make it possible to achieve more reliable and comprehensive
results.

Advanced statistical modeling techniques—particularly propensity score
matching and structural equation modeling—enable more precise control of
confounding factors. These approaches help disentangle the effects of shared risk
factors such as smoking, alcohol consumption, obesity, and lifestyle habits on
both periodontitis and breast cancer, thereby clarifying the direct associations.

The integration of big data analytics and artificial intelligence algorithms has
further expanded research capacity. By leveraging large-scale electronic health
records, these methods overcome sample size limitations of classical
epidemiological studies, enabling stronger statistical analyses and the detection
of unexpected associations.

Progress in biomarker research is also enhancing our understanding of
molecular connections between periodontitis and breast cancer. Next-generation
sequencing, metabolomic profiling, and proteomic approaches allow for detailed
characterization of mechanisms such as oral microorganism translocation to
breast tissue and modulation of inflammatory responses at the molecular level
(27-30).

International consortia and multicenter collaborations employing standardized
protocols and diagnostic criteria have created opportunities to study larger and
more diverse populations. Such cooperation enhances the generalizability of
findings and permits evaluation of the consistency of associations across different
ethnic and geographical groups (31).

Emerging perspectives in microbial ecology further encourage a shift from
pathogen-specific to community-level analyses. Focusing on microbial dysbiosis
and immune modulation, rather than individual species alone, provides a more
holistic understanding of the mechanisms underlying the periodontitis—breast
cancer link.

Increasing collaboration across scientific and clinical disciplines—including
periodontology, oncology, immunology, and epidemiology—has fostered the
design of more comprehensive research frameworks. This multidisciplinary
approach allows for a deeper exploration of complex disease mechanisms and the
development of more clinically meaningful recommendations.

Looking forward, genetic modification technologies such as CRISPR-Cas9
may enable precise investigation of the role of periodontal microorganisms in
carcinogenesis. In addition, novel in vitro models and organoid systems may
provide physiologically relevant platforms for studying host-microbe
interactions in the context of cancer.
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In conclusion, the methodological challenges inherent in exploring the
relationship between periodontitis and breast cancer are increasingly being
addressed through technological progress, cross-disciplinary collaborations, and
advanced analytic strategies. These developments not only deepen scientific
understanding but also lay the groundwork for new preventive and therapeutic
strategies targeting both diseases. Improved knowledge of the interactions
between oral health and systemic diseases underscores the importance of
integrated healthcare approaches and highlights the value of interdisciplinary
cooperation (32).

Conclusion

Periodontal pathogens and dysbiosis can contribute to systemic inflammation
and carcinogenesis, thereby playing a role in breast cancer. Current evidence
suggests that maintaining periodontal health is critical not only for oral well-
being but also for oncological risk management. In this context, collaboration
between dentistry and oncology is of great importance for the development of
both preventive strategies and novel therapeutic approaches.
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