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SEPSIS

* Infeksiyon kaynakli olimlerin en onemli nedenlerinden biridir.

—> Hastaneye yatirilan hastalardaki prevelansi = %6 _

Special Communication | CARING FOR THE CRITICALLY ILL PATIENT

.. , for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)
— Hastane ici mortalite = %15
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TANI

* Uzun yillardir standart kan kulturu teknikleri, altin standart referans yontemdir.

—> Uzun tani sliresi (6 saat-5 guln, duyarhlik igin ek 24-48 saat)

—> Dustik duyarhhk
—> Fazla numune hacmi
—> Sik tekrarlanma ihtiyaci

—> Antibiyoterapi sonrasi yalanci negatiflik (%30-60)

—> Pre-analitik degiskenler (anti-septik prosediirlere uyulmamasi nedeniyle kontaminasyon riski)

 SIRS, SOFA, gSOFA, NEWS, MEWVS gibi skorlama sistemleri ise oncelikle prognozu tahmin
etmeye yonelik faydalidir, erken teshis uzerine katkisi yetersizdir!!




TANI

* CRP prokalsitonin (PCT), presepsin, interlokin-6, lipopolisakkarit baglayici protein (LPB),
notrofii CD64 ve miyeloid hucrelerde eksprese olan cozunur tetikleyici reseptor-|

(sTREM-I) gibi bircok serum sepsis biyobelirteci gelistirilmistir.

* Ancak; bu biyobelirteglerin hicbiri bir sepsis biyobelirtecinin tum ideal ozelliklerini birlikte

karsilayamamaktadir.

* Nukleik asit amplifikasyonu ise sepsis teshisinde en umut verici bakis agilarindan biridir.

* Tani performansi %70-90 arasinda olmakla birlikte bir¢gok sinirhliklari vardir (yiiksek maliyet,

egitimli personel ihtiyaci, standartizasyon sorunu)




IDEAL SEPSISTANITESTI?

¢ Semptomlarin baslangicinda saptanabilmeli (hatta daha erken)

* Genis tabanli ve hizli tanimlama yapabilmeli

* Infeksiyonlara karsi oldukca duyarl ve spesifik olmali (non-infeksiyoz nedenlerden ayirabilmeli)
* Minimal oranda invazif olmali

* Az miktarda ornek ile tani koyabilmeli

* llag direncini saptayabilmeli

* Prognoz hakkinda ongordurucu olmali

* Terapotik kararlarda yonlendirici olmali




Egi et al. Journal of Intensive Care (2021) 9:53
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Journal of Intensive Care

The Japanese Clinical Practice Guidelines c@
—for Management of Sepsis and Septic R

Shock 2020 (J-SSCG 2020)

CQ2-4-1: What are the positions of C-reactive pro-
tein (CRP), procalcitonin (PCT), presepsin (P-SEP),
and interleukin 6 (IL-6) as biomarker tests for sepsis
diagnosis in general ward and emergency rooms (ER)?

Amnswer: Sensitivity and specificity in biomarker tests
when sepsis was suspected in general ward and ER visits
were as follows: CRP, 59, 79%; PCT, 74, 81%; P-SEP, 75,
74%; 1L-6, 78, 78%. As such, sepsis diagnosis with bio-
markers alone is generally thought to be difficult,| and its

use should be seen as supplemental to any observations
of general conditions (Provision of information for back-
ground question).

CQ4-9: Should procalcitonin be used as an indica-
tor for stopping antimicrobial therapy for sepsis?

Answer: We suggest using procalcitonin as an indica-
tor for stopping antimicrobial therapy for sepsis
(GRADE 2B, certainty of evidence = “moderate”).

* CRP ile beraber PCT, P-SEP veya IL-
6’nin beraber degerlendirilmesi

* IL-6, yogun balkum unitesinde yatan
hastalarda kullanilmamali!




Intensive Care Medicine
Nature Publishing Group

Surviving sepsis campaign: international
guidelines for management of sepsis and septic
—shock 2021 -

Laura Evans, Andrew Rhodes, [...], and Mitchell Levy
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S Scommendation Sepsis icin bir performans iyilestirme

- - - programi !

1. For hospitals and health systems, we recommend using a performance improvement

program for sepsis, including sepsis screening for acutely ill, high-risk patients and . . L.

standard operating procedures for treatment. *Makine 6grenimi (yapay zeka), tarama
Strong recommendation, moderate quality of evidence for screening. araclarinin performansini artirabilir !
Strong recommendation, very low-quality evidence for standard operating procedures.
Recommendation Recommendation
31. For adulis with an initial diagnosis of sepsis or septic 16. For adults with suspected sepsis or septic shock, we

shock and adequate source control where optimal

cliiation of thefapy is unclaar wo SIGGesE LsinG suggest against using procalcitonin plus clinical

procalcitonin AND clinical evaluation to decide when to evaluation to decide when to start antimicrobials, as

discontinue antimicrobials over clinical evaluation alone. compared to lenlcal evaluation a!one. )
Weak recommendation, low quality of evidence. Weak recommendation, very low quality of evidence.
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Conventional workflow (~48-168h)
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- MALDI-TOF
- PCR
* Yiksek Coziniirliiklu Erime Analizi (HRM)
* Yeni Nesil Sekanslama / Metagenomik Sekanslama
- Explify™,iDTECT® Dx, Karius Plazma, Oxford Nanopore Sekanslama
* PCR temelli hizli testler
- Iridica/Plex ID, SeptiFast, SepsiTest, U-dHRM, IC-3D
* Manyetik Rezonans
- T2Dx®

* Omic Teknolojileri

- MeMed BV ®, Septicyte Lab/Rapid, InSep ™ Test, Triverity ™




MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight)

* “Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus suresi
kitle spektrometrisi”

- Matriks: Molekulleri iyonize eden kimyasal madde
- Lazer: Morotesi (Ultraviyole) 1sin

- Dezorpsiyon: Molekdllerin lazer isini ile isitilip buharlastirilarak yuzeyden
ayrilmasi (havalanmasi)

- lyonizasyon: Molekiillerin matriks kimyasalindan proton alarak yiiklu hale
gelmesi

- Time of Flight: Orneklerin, saptayiciya kadar uctugu sirada gecen siire.



MALDI-TOF
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MALDI-TOF

» Direkt MALDI-TOF MS: Pozitif kan kultiird sivilari tizerinden dogrudan MALDI-TOF ile
tanimlama; daha hizli ancak duyarliligr dusuk (insan hucresel proteinler ve polimikrobiyal

enfeksiyon)

—>Konakgi proteinlerini ortadan kaldiran kitler; gram negatiflerde iyi tanimlama (%66-100)

gram pozitif ve mayalarda zayif (% 17-100)

» Kisa inkiibasyonlu MALDI-TOF MS (SI-MALDI): Kolonilerin 3-6 saat icerisinde hizla
buyutilup izole edildigi bir yontemdir. %73-100’lik tanisal dogruluga sahiptir. Polimikrobiyal

tanimlamada etkisizdir.
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MALDI-TOF

» Kiitle spektrometrisi tespitinden once PCR iceren yeni sistemler (PCR+MS) *
bakteri ve maya turlerinin tani suresini 6-8 saate kadar indirebilir.

—> Kan kiiltiiriinde iuretilmesi zor olan mikroorganizmalar tanimlanabilir (L. pneumophila, M.

pneumoniae, R. typhi, Nocardia spp.)

- Antimikrobiyal tedavi alan kisilerde yiiksek saptama orani (%83 vs. %42)

* MALDI-TOF ile antimikrobiyal direncin spektral piklerini belirlemeye yonelik arastirmalar

devam etmektedir.

—> Enterobacterales’te karbapenemaz direncinin genotipik tespiti milkemmel tanisal dogrulukla (1.0'a
kadar AUROC) elde edilmistir.




PCR

* RNA viruslerinde = basit, ucuz, duyarli = revers transkriptaz PCR (RT-PCR)

 Amplifikasyon asamasi sirasinda flioresans emisyonunu olgen = ‘ger¢ek zamanl kantitatif

polimeraz zincir reaksiyonu’ (RT-qPCR) > yiiksek hassasiyet ve diisiik algilama limiti ile
virus tespitinde altin standart.

* Sepsis tanisi icin gerekli olan hassas, 6zgul ve genis tabanh algilama ihtiyacininin tumd,

geleneksel nukleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) ile karsilanamaz. Bu nedenle tam kandan

patojen izolasyonu icin bu testler diger modern tekniklerle entegre edilmistir.




Yuksek Cozunurluklu Erime Analizi (HRM)

¢ HRM'nin calisma prensibi DNA dizilerine ait yuksek ¢ozunurluklu erime dereceleri ve
erime egrilerinin analizine dayanmaktadir. Floresan degisikliklerin saptanmasiyla kantitatif
bir analiz yapilir.

= HRM kapali tiip sisteminde, PCR sonrasi uygulanir

—> Kontaminasyon riski az

- Hizli, glivenilir ve dusiik maliyetli

* DNA dizilerinin sekans, uzunluk, guanin sitozin (GC) igerigine gore ayrimini yapabilmektedir

e Ozellikle mutasyon tespiti, mikrobiyal tani ve metilasyon analizlerinde kullanilmaktadir.




Table 1. Comparison of Methods across Sequencing Generations.
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WHOLE GENOME SEQUENCING
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Tum Genom Sekanslama

Kiiltiirde tretilen mikroorganizmanin tanimlanmasi
-> Salgin analizi
- Genotipik direng profili

—> Henliz tanimlanmamis yeni genlerin veya mekanizmalarin saptanmasina da yardimci olur.

Salmonella serotiplendirmesinde PFGE kadar basarili, yeni A.S

Uremesi yavas ve duyarlilik testinin zor olan mikroorganizmalarda

—> Mikobakteriler, N. gonorrhoeae, Mycoplasma, Ureaplasma

Fungal patojenlerin tanimlanmasinda validasyonu yetersiz

= C. auris’de basarili




Hedefe Yonelik Metagenomik Sekanslama

* PCR amplifikasyonu / Prob hibridizasyon

— Derin amplikon sekanslama (16S rRNA / 28S rRNA, ribozomal ITS)

—> Prob hibridizasyonu yonteminin ise heniiz mikrobiyolojik tani igin kullanildigini gosteren yayinlanmis bir
calisma yoktur. Zika virusu salgininda epidemiyolojik takip amagl / SARS-CoV-2'de varyant belirleme

* Belirlenen patojen ya da patojen grubunun sayisi ve oranini artirma

- Yiiksek duyarhlik

—> Hedef patojen sayisi sinirli




Shotgun Metagenomik Sekanslama

Bir klinik numuneden g¢ikarilan tiim DNA veya RNA'nin sekanslanmasiyla potansiyel

patojeni belirleme ¢alismasinin biyoinformatik boru hattinda yapildigi bir yontemdir

BOS icin validasyonu saglanmistir (Sens:%73, Spes: %99, AUC:90)

Insan DNA’sinin ve mikrobiyomun tespiti !!

Karius Plazma, iDTECT® Dx, Explify ™

» Explify™: BALda >900 patojen (bakteri, mantar, virus), lllumina sekansi, semikantitatif

—> 32.Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Kongresi’'nde (2022);

* Uriner patojenler >190 (135 bakteri, 35 viriis, |4 mantar, 7 parazit) ve >2000 antimikrobiyal direng belirteci




iIDTECT © Dx Blood

Mikrobiyal cell-free DNA’nin (mcfDNA) shotgun metagenomik sekanslama (lllumina)

>1200 patojen (800 bakteri, 400 virus, fungal yok)

5 ml kan, 48 saat icinde sonuc

Immunsuprese hastalarda yapan bir ¢alismada konvansiyonel metodlarla karsilastiriimis;

- Kilinik tablo ile iliskili olabilecek virisler yiiksek oranda tanimlanmis (%36 vs. %1 )

= Negatif prediktif degeri %98, (lokal 6rnekler*)




Forbes?0?20

Karius Plazma Testi (Non-invazif likit biyopsi) Al'50

MOST PROMISING Al FIRMS

* mcfDNA’nin shotgun metagenomik sekanslama (lllumina) + yapay zeka

* >1250 patojen (16S rRNA / 28S rRNA sekanslari negatif olsa dahi, RNA virusleri haric !!)

* 5 ml kan, polimikrobiyal tanimlama, 24-48 saatte kantitatif sonug

« Sens: %70-93, Spes:%63-88 ﬁ - QQ\ .
* Sens: %93, Spes:%63 (hk, seroloji, naat, klinik) i Lo

—> Sepsis suphesi olan hastalarda %97 korelasyon !!!!
* Antibiyotik kullanan hastalarda tani ve takipte ustiin !

- %48 vs. %20, metastatik odaklarin erkenden tahmini

* Yuksek maliyeti (>600.000 dolar + 2000 dolar)




Oxford Nanopore Sekanslama

DNA, RNA, mikroRNA ve proteinleri tanimlayabilen 3.nesil
sekanslama cihazidir

Kiicuik boyutlu, ta§|nabilir, hizl, d'Li§iik maliyetli, USB ile
calisir

| 6S hizli amplikon sekanslama kiti kullanilarak patojenler 4 saatte

Fig. 1: Principle of

tanimlanir
* Viral patojenler, 40 dk icinde %100 duyarhlik, 6zgiilliik

* Bakteriyel etkenler idrar ¥/, diski v/, kan X !!

Tam kan ornekleri icin optimize ve valide edilmelidir



https://nanoporetech.com/products/minion

SCIENTIFIC
REPORTS

natureresearch

Nature Reviews. Genetics
Nature Publishing Group

Diagnostic accuracy of metagenomic next-
generation sequencing in diagnosing infectious
diseases: a meta-analysis

Jian Liu,
* Heterojenite fazla !!!

Many commo (Dene)’se| tasarim ve )’31;7) obiological

tests. Howeve uencing
(mNGS) appears to be a promising alternative. To perform a systematic review and meta-analysis of
evidence regarding the diagnostic accuracy of mNGS in patients with infectious diseases. An electronic
literature search of Embase, PubMed and Scopus databases was performed. Quality was assessed
using the Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2 tool. Summary receiver operating
characteristics (sSROC) and the area under the curve (AUC) were calculated; A random-effects model
was used in cases of heterogeneity. A total of 20 papers were eligible for inclusion and synthesis. The
sensitivity and specificity of diagnostic mNGS were 75% and 68%, respectively. The AUC from the
SROC was 85%, corresponding to excellent performance. mMNGS demonstrated satisfactory diagnostic
performance for infections and yielded an overall detection rate superior to conventional methods.‘

Clinical metagenomics

ﬂNGS yontemlerinin sonuglarini dogru bir \
sekilde karsilastirmak zordur, cunku birgok
durumda NGS yontemleri mikroorganizma’lari

tespit etmede altin standart yontemden daha

ustundur.

) 1 O

(transcriptomics) and oncology. Here, we focus on the challenges of implementing mNGS in
the clinical laboratory and address potential solutions for maximizing its impact on patient
care and public health.




Iridica / Plex ID

Multipleks broad range PCR + Elektrosprey iyonizasyon kitle spektrometresi (ESI-MS)

780 bakteri ve Candida tiiriu A
100
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PE:()O
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20
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SeptiFast

Multipleks gercek zamali PCR + in-situ hibridizasyon + HRM

* >|6 bakteri, 5 Candida turu ve A. fumigatus B
100 - ~ -
L 3 =
* 8 test 2 6 saat 80- + o g
2 q oy > .SJL@‘. '
*MagNA Pure otomatiklestirilmis DNA ekstraksiyonu ile 4 saat 360 %%* -
. . 240- =
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SepsiTest

Multipleks broad range PCR + Sanger sekanslama (Hedefe yonelik metagenomik sekanslama)

303 bakteri, 40 fungal etken

C
100
* 12 test = 8-10 saat (4 saatte ilk sonug) .
*Gelecekte, yeni nesil sekanslama yontemleri ile saptanabilir (+hizlh) £ 60
* Diren¢ genlerini saptayamaz @ .
204
* Sens: %11-87, Spes: %85-96 o e
100 80 60 40 20 0
-
- Sens: %38-79, Spes: %87-95* N
>3 mL 1-3mL <1 mL
* Iml kan, cocuklarda v o I
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https://www.molzym.com/molzym-blog/categories/molecular-diagnostics/166-sepsitest-umd-unbiased-rdna-pcr-pathogen-diagnosis

U-dHRM

Universal dijital PCR + HRM (Mikroakiskan ¢ip uzerinde)

37 bakteri (yenidogan sepsisi ile iliskili)

| test > 4 saat, Kantitatif veri !!, 6lii-canh ayrimi yapabilir !!

37 patojen icin %99.9 dogruluk (*daha fazla degerlendirme ihtiyaci)

Polimikrobiyal etkenleri tanimlamada gayet basarih

<l ml kan, cocuklarda v, yenidoganda v

Kullanimi kolay, hizli tanimlama, diren¢ saptanabilir, yapay
zeka ile genis bilgi bankasi 2> Gelecekte tasinabilir POCT !!
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Iridica — SepsiTest — SeptiFast — U-dHRM

* Iridica ve SepsiTest = Daha fazla ornek transfer
adimi icerir / Multipleks broad range PCR kullanilr
-  Yiiksek >

Kontaminasyon riskini azaltmak icin semikantitatif

kontaminasyon  riski

yontemler = Yalanci negatiflik

U-dHRM - Yalanci negatifligin en az oldugu

yontem. Polimikrobiyal enfeksiyonlarin ve

kontaminasyonun ayirt edilebilmesini saglamak

icin kantitatif veri sunan tek testtir.

Step 1
Sample prep

Step 2:
PCR

Step 3:
Species
identification

Ideal total time
and batch size

IRIDICA SeptiFast SeptiTest U-dHRM
Lysis : Human DNA lysis and :
' il degradation b
Pathogenic lysis and
Nuclei acid purification Nucleic acid extraction il el Nucleic acid extraction
Multiplex Multiplex target
broac-fange PCR ‘f:gﬁ;ﬁ;%‘_“;‘?f:’ Uninr sl Universal PCR
KizaH Target: 165 and 185
Targat: 165 and 235 g .
g;w A genes Target: TS regions between rRNA genes Torget: 165 i e
the 165.and 235
Purification Purification
High resolution melt Digital high
’ ’ resolution melt
Mass spectrometry Sequencing
6 hours 6 hours | 8-10 hours 4hours
6 samples per run 8 samples per run 12 samples per run 1sample per run




|C-3D (Integrated Comprehensive Droplet Digital Detection)

Dijital PCR + Yuksek verimli 3D partikul sayma sistemi (Mikroakiskan ¢ip)

Bacterial strains l
K12

Tek adiml, kiiltiir ve amplifikasyon gerektirmeyen tek

hiuicre hassasiyeti ile kantitatif veri

Ornek hazirlama ve safla§t|rma olmaksizin hedef bakterilerin

dogrudan saptanmasini mumkun kilar.

I - 3 Saat !! Figure 8. The single-cell culture within droplets to monitor ampicillin-resistant bacteria.

Fluorescence BF Merged

Analiz bagina yalnizca secilmis bir bakteri tiiri !! e

Coklu dalga boyu algilama sistemi = Az sayidaki floresan

kanallar nedeniyle sinirli sras
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Lab on a Chip

o> OF CHEMISTRY

View Article Online

PAPER Viar Saisrrat
| B Check for updates | Rapid bacterial detection and antibiotic
Cite this: Do 10 1030/cac01212«  SUUSCePtibility testing in whole blood using one-
step. high throughput blood digital PCR{
Timothy .J Abram, *® Hemanth Cherukury,®S Chen-Yin Ow.® Tam Vu, 9
Michael Toledano.” Yiyan Li,”® Jonathan T. Grunwald,® Melody N. Toosky,=
Delia F. Tifrea,” Anatoly Slepenkin,” Jonathan Chong.,” Lingshun Kong.,”
/ = : = m——— DL == h\R:’otuai Labanieh.” Jan Zimak.®
soe [} oo e . o
* Dijital PCR'dan dusuk saptama limiti
Sepsis due to antimicrobial resis ty to rapidly
detect and thus treat bacteria . I saat | erisinde sonu 5 to excess
morbidity, mortality, and health c g ntegrates a
novel one-step blood droplet ystem with

potential to perform bacterial id * % I OO dU)’al’|l|lk ve OZgUIIUk vhole blood
specimens, without requiring cx\ //ESBLS as a
model system, we demonstrated that our technology can simultaneously achieve unprecedented high
sensitivity (10 CFU per ml) and rapid sample-to-answer assay time (one hour). In head-to-head studies, by
contrast, real time PCR and BioRad ddPCR only exhibited a limit of detection of 1000 CFU per ml and 50-
100 CFU per ml, respectively. In a blinded test inoculating clinical isolates into whole blood, we
demonstrated 100% sensitivity and specificity in identifying pathogens carrying a particular resistance gene.
We further demonstrated that our technology can be broadly applicable for targeted detection of a wide

range of antibiotic resistant genes found in both Gram-positive (vanA, nuc, and mecA) and Gram-negative
bacteria, including ESBLs (blacrx-am-1 and blacrx am-> families) and CREs (blagxa_4g and blagec), as well as
bacterial speciation (E. coli and Klebsiella spp.) and pan-bacterial detection, without requiring blood culture
or sample processing. Our rapid diagnostic technology holds great potential in directing early, appropriate
therapy and improved antibiotic stewardship in combating bloodstream infections and antibiotic resistance.




T2Dx®

PCR (+nanopartikiil ile hibridizasyon) + minyatiir MR

Manyetik alan igcindeki su molekullerinin davranisini saptayan minyatur bir manyetik rezonans
teknolojisidir

4 ml kan, 3-5 saat icinde sonug, FDA izinli

-

SPECIES-SPECIFIC RESULTS
Enables targeted therapy

—> T2Bacteria® duyarhiligi %90, 6zgiilliigii %98

Whole Blood

Collection (4 mL)

* E.faecium S.aureus K.pneumoniae P.aeruginosa E.coli

—> T2Candida® duyarhhg %91, 6zgiilligii %99

-

) C.albicans, C. tropicalis, C.krusei, C.glabrata, C.parapsilosis

—> T2 Direng paneli
* KPC, OXA-48, NDM/VIM/IMP, CTX-M,AmpC,VanA/B, MecA/C

Blood Culture
Incubation (60 mL)

Contact us lo request a demo of the T2Dx Instrument!




Omic Teknoloijileri

 “Birden fazla farkli teknolojilerin bir araya getirilerek molekuller arasindaki iliskileri, molekullerin
rollerini ve bir organizmayi yapan tum hucrelerin etkilerini arastirma yaklasimlari”

» Genomik calismalarda = Konagin genetik profilinin kisinin infeksiyonlara duyarlhgi, tedaviye

yaniti ve klinik sonuglariyla iliskili (Sepsis iliskili 44 gen, Immiinglobiilin tretimi)

Central Dogma

of Biology Omics

* Ancak, genomik yaklasim tarafindan saglanan statik bilgi, sepsisin

heterojenligi ve dinamik seyrine ayak uyduramadigi iin, tanisal is DNA —— Gefisin

akisina dahil edilememektedir !!
.'Tv
—> DNA genotipi > Fenotipe = Proteomik: MeMed BV® RNA ———>Transcriptomics
- Transkriptomik: Septicyte Lab / Rapid |

InSep ™ Test (IMX-BVN-2) Protein—> Proteomics




MeMed BV®

Immunassay ile 3 konak bagisiklik proteini + yapay zeka
—> Timor nekroz faktord ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL)
- interferon gama kaynakli protein-10 (IP-10)

- CRP =

BN

L3 . .
¢ 0, I ml kan’ I 5 dk’ FDA IZI n II Maderate likelihood of viral Moderate likelihood of

infection (or other non bacterial infection (or co
V bacterial etiology) infection)

Sens: %87,3- 93.7, Spes: %93-94.2 sl cthe
NPV %98,3, AUC=0.97 B ]

[
0 10 35 65 90 100
0 = score = 10 35 = score = 65 90 = score = 100
High likelihood of viral Equivocal High likelihood of

infection (or other non- bacterial infection (or




Septicyte Lab / Rapid

iy decreased length of stay

* Ters transkripsiyon kantitatif PCR (RT-qPCR) Beneits ofEaly
. . te Di
* ‘Sepsis Imzasr’, FDA izinli C—:] S lagoe
_— decreased mortality
* Dogal immun yanitta gorevli 4 RNA biyobelirteci C] and marhidty
————

- CEACAM4, LAMPI, PLA2G7 ve PLACS

O decreased antibiotic
budget

* Sepsis ile SIRS ayriminda basarih (AUC=0.88) !

17
[

e 4-6 saat / | saat * icinde sonug $ decreased ancllry

diagnostic budget
e 2,5 ml kan, 0,25 ml kan ** B . i reduced antiiotic
o ™ resistance
* Patojen mikroorganizma ve diren¢ tanimlanmaz N of




Inflammatix Wins AACC's '

Insep ™ Test (IMX-B VN _2) Disruptive Technology Award N

For Its Rapid HostDx™ Tests

Host Dx ™ testinin (IMX-BVN-1) yapay zeka ile gelistirilmesi

‘gRT-LAMP?, kantitatif ters transkripsiyon dongu aracili izotermal amplifikasyon

29 konak¢i mRNA belirtecleri ‘Sepsis imzasr’

1 0
-> Sepsis-MetaScore (Akut enfeksiyon, | | mRNA) ,’ m é @
o bt m'rmm O e Bactria et ity

-> Bakteriyel - Viral MetaScore (7 mRNA)

-> Stanford Mortalite Skoru (30 giinliik mortalite, | | mRNA) I

2,5 ml kan, <30 dk
Farkli modellemelerde yuksek basari (AUC=0.85-0.95)

*M mortality / severity composite Likelihood
S —] - |

L LR<0.15 LR0O.15-09 LROS-5 LR>5

= Bakteriyel enf; sens: %98, spes: %94; Viral enf; sens: %96, spes: %93




vk |OPEN. 5

Original Investigation | Critical Care Medicine

Evaluation of a Multivalent Transcriptomic Metric for Diagnosing Surgical Sepsis
and Estimating Mortality Among Critically Il Patients

Scott C. Brakennidge, MD; Uan-| Chen, MS; Tyler Loftus, MD; Ricardo Ungara, BS; Marvin Dirain, MS; Austin Kerr, BS; Luer Zhong, PhD; Rhonda Bacher, PaD;
Petr Starostik, MD; Gabriella Ghita, PhD; Uros Midic, PhD; Dijoia Darden, MD; Brittany Fenner, MD; James Wacker, MS; Philip A. Efron, MD; Oliver Liesenfeld, MD;
Timothy E. Sweeney, MD, PhD; Lyle L. Moldawer, PhD

RESULTS Am?/ \\edian age,
625[IQR. 47 * IMX-BVN-3, bakteriyel enfeksiyonlari ayirt [he
receiveroper:  etmede prokalsitonin ile es deger, 30 giinliik pting

bacterialinfe¢  mortalite riskinin tahmininde belirgin iistiin.  79)and

significantly b ortality,
themxseva ¥ IMX-BVN-3 skorunda azalma, klinik terthan
IL-6levels (0.4 iyilesme ile korele

[95% Cl, 0.50-

Indication

TriVerity

r co-infection

ENDOTYPES

Viral Pathogen ID
& Host Response

] AMERICAN /‘a. MICrOblology ]  RESEARCH ARTICLE
SOCIETY FOR S November/December 2022 Volume 10 Issue 6 a02305-22
— ’ v peC rum https://doi.org/10.1128/spectrum.02305-22

MICROSIOLOG

Using a 29-mRNA Host Response Classifier To Detect

Bacterial Coinfections and Predict Outcomes in COVID-19
Patients Presenting to the Emergency Department

Nikhil Ram-Mohan a Angela J. Rogersb. Catherine A. Blish€, Kari C. NadeauP®, Elizabeth J.
Zudock?, David Kim?, James V. Quinn?, Lixian Sun9, Oliver Liesenfeld9, The Stanford COVID-19
Biobank Study Group, Samuel Yang () @

ABSTRA assessing
patients g illness

severity| ¥ IMX-BVN-3’lin COVID-19 tanisindaki duyarlili§i y of the
IMX-BVI 9%93.8 re acute
respiratd ns and
predictin i ) ] OVID-19
(52.2% Yalanci negatif sonuglanan 10 hastanin ise kontrol | 4 e
Stanford  PCR sonuglari sinirda pozitif 29 host
mRNAS X-BVN-3
g;ass;:: * Bakteriyel ko-enfeksiyonu tanimlamada r'g“s:e;g
andthe | duyarhhgi %100, 6zgiilliigli %99,4 sts. The

classifier
confirmed th difficile colitis
(n=1), urinary tract mfectlon (n=1), and clinically diagnosed bactenal infections (n=3), for a
specificity of 99.4%. Two of 101 (2.8%) patients in the IMX-SEV-3 “Low” severity classification and
7/60 (11.7%) in the “Moderate” severity classification died within 30 days of enroliment. IMX-BVN-
3/IMX-SEV-3 classifiers accurately identified patients with COVID-19 and bacterial coinfections and
predicted patients’ risk of death. A point-of-care version of these classifiers, under development,
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ﬁ Mikroorganizmalarda bqunan\

benzersiz motiflerdir

Uncontrolled infection/major traumascirculatory shock/tissue necrosis/apoptosis/anaphylaxia

PAMPs

DAMPs

‘ * Konakta hasar oldugunun
LPS, LTA, lipoproteins, peptidoglycans, bacterial DNA, etc. HMGB-1, heat-shock protein, DNA, uric acid, e bir isaretidir
*  PAMP’larin  multipleks :
. . o0 o k
tespitine yonelik arastirmalar g <
devam etmektedir ve gelecekte Complex protein systemsI Vascular and tissue cells Blood and lymphatic cells
hast.a basi teshisinde (?OCV). 23, % e . @
devrim olusturabilecegi °0°o W 5\3 @:.> =
v e . . o ( '
disunulmektedir. oX %% e A w
‘ Complement Coagulation ||Endothelial Epithelial Adipase Granulocytes Macrophages/ Lymphocytes
, system system cells cells tissue monocytes (T-cells, B-celis)
c‘. ...... ¥ ‘1 ; 1 1 T
xR W
C5Sa, aPPT, Endothelial Acute phase Cytokines/ chemokines Cell surface L
Shuies P C3a, PT stress response: reactants: Soluble receptors: markers:
; s °’: v C5aR, AT ELAM-1, CRP,LBP, IL-6,IL-8,IL-4,IL-10 mHLA DR,
- C5b-9, Protein C || ICAM-1, PCT, etc. MIF, HMGB1, sTNF, CD64,CD48,
etc. etc. Selectins, suPAR, sTREM-1, etc. C5aR, etc.
. 4 X
“ v
v
Cardiovascular Micro-
circulation
Impacton
organ function
Confusion Respiratory Oliguria/ Excretory Loss of barrier  Caplllary leak
distress Anuria failure function, ileus edema, DIC

h. W




RESEARCH Open Access

Biomarkers of sepsis: time for a reappraisal ®

Chodcaktfor
X ‘ | updates
Charalampos Pierrakos', Dimitrios Velissaris?, Max Bisdorff, John C. Marshall* and Jean-Louis Vincent® @

Abstract
Introduction: / \ previous
review, we idel 258 biyobelirteg, L review,
we evaluate th
Methods: Usi ¢ 80’i son 10 yilda tanimlanmis n 2009
until Septembs age, and

all studies, clini - Cogu genel inflamatuvar reaksiyonlar ile iliskilidir

Results: We re - Sepsis patofizyolojisinde spesifik olarak bir role sahip olan sadece birkag L. gp of

which were neg  biyobelirteg (Presepsin, LBF, vb.) han 5
studies, with 8 - En sik IL-6, presepsin ve CD64 r
procalcitonin (f / 2 . > ) ) g DAl nts. Forty
biomarkers hay. © Biyobelirteglerin klinik yararlarina yonelik daha fazla cahigma gereklidir |
diagnostic value aated for a
role in answering a specific clinical question rather than for their general diagnostic or prognostic properties in

sepsis.

Condusions: The number of biomarkers being identified is still increasing although at a slower rate than in the
past. Most of the biomarkers have not been well-studied; in particular, the dinical role of these biomarkers needs to
be better evaluated.




Kalprotektin

* Kalsiyum baglayici bir proteindir. Bakterilere ve endotoksinlere yanit olarak saatler

icesinde hizlica notrofillerden salinir.

* Bakteriyel — viral pnomoni ayriminda ve sepsis tanisinda prokalsitoninden daha *

lyi sonuglar

* Mortalite prediktoru olarak faydali

* 2022 yilinda 820 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsis tanisindaki duyarlilig
%15, ozgulliigii %85




Interlokin-6 (IL-6)

¢ Kilinik bulgular gelismeden yukselir (PCT’den once)

* 2016 yihinda 2680 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsisdeki duyarliligi %68,
ozgullugii %73 (PCT ile benzer)

* 2019 yihinda 4192 hastanin degerlendirildigi sistemik derlemede ise duyarhlik %66,
ozgilliik %74

* Viral enfeksiyonlardaki yeri?




Cozunebilir Urokinaz Plazminojen Aktivator Reseptori
(suPAR)

* Kanda ve vucut sivilarinda yaygin olarak bulunan immun sistem aktivitesi ile dogrudan
iliskili bir membran reseptorudur

* Acil servisde kolayca ve hizlica olgulebilir (20 dk icerisinde sonug, POC)

* 6906 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsis tanisindaki duyarlihigi %76,
ozgiilliigii %78 (PCT ile benzer)

 Sepsis ile sistemik inflamatuar yanit sendromunu ayirt etmede faydal,

mortalite icin 6ngdrdiiriicii ! Y




Heparin Baglayici Protein (HBP)

* Notrofillerin azurofilik grantllerinde depolanir ve T lenfositler ile monositlere karsi

kemotaktik etkilere sahiptir.

* 2019 yihinda 1884 hastanin degerlendirildigi bir meta-analizde sepsis tanisindaki duyarlihgi

ve ozgullugu %80 olarak bildirilmistir.

¢ 2021 yilinda 3868 hastanin degerlendirildigi baska bir meta-analizde ise duyarlilik %85,
ozgiilliik %91 (CRP ve Prokalsitoninden listiin performans)*

* Klinik bulgulardan once yukselmeye baslar




Presepsin (P-SEP)

* Monositler ve makrofajlar gibi bagisiklik hucrelerinin yuzeyinde eksprese edilen bir
glikoprotein olan CD[4'in |13 kDa ¢oziinur bir pargasidir.

* Lipopolisakkaridler i¢in bir reseptor gorevi gorur
* Prokalsitonin ve IL-6 seviyelerinden daha once yiikselir
* Acil serviste kolay ve hizlica dl¢lilebilir (20 dk)

* Sepsis tanisindaki sinir degeri 400—600 pg/mL.

 Tedavi yanitinda kullanilabilir




Presepsin (P-SEP)

3012 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsis tanisindaki duyarhlig %84, ozgullugti
%13 (PCT ile benzer)

Akut bobrek yetmezliginde ozgulligu %60’lara kadar dusmektedir (PCT’den diisiik)

Cocuklardaki sepsis tanisindaki duyarhihigi %94 (CRP ve prokalsitoninden yuksek), ozgtilltigu
%71 (CRP ve prokalsitoninden dustik).

Yenidogan sepsisinin tanimlanmasinda duyarhhgi %93, ozgiillugii % 91 (PCT’den iistiin) *




Notrofil CDé4

* Bakteriyel enfeksiyon sirasinda salinan sitokinlere yanit olarak notrofiller, monositler ve
makrofajlar tarafindan eksprese edilen IgG baglayici reseptordur.

* 2019 yihindaki 2471 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsis tanisindaki duyarlilig
%817, ozgulliigi %89 (PCT’den iistiin) *

¢ 2021 yilindaki 9842 hastanin degerlendirildigi baska bir meta analizde ise duyarliligi ve
bzgiilliizii %88 ! Y

* Flow sitometri yontemi ile saptanabilmesi klinik kullanimda dezavantaji

* Bununla beraber mikroakiskan biyocip teknolojisi ile hasta basinda 50 dk’dan kisa

surede olcum yapabilen teknikler gelistirilmistir.




Miyeloid Hucrelerde Eksprese Olan Cozunur Tetikleyici
Reseptor-1(sTREM-1)

* Miyeloid hiicrelerde eksprese olan ¢ozunur tetikleyici reseptor-1 (sTREM-1), bakteriyel
lipopolisakkaridler tarafindan uyarilan polimorfonukleer hucrelerin ve olgun monositlerin

yuzeyinde bulunur.
* |IL-8, TNF alfa ve monosit kemotaktik protein-1 salgilanmasini tetikler.

* 2020 yilinda 2418 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsis tanisindaki duyarlilig
%82, ozgiulliigii %81 (PCT ile benzer)

* 2021 yihnda 2263 hastanin degerlendirildigi meta-analizde ise duyarliligi %85, ozglilltigu
%19, mortalite prediktoru !

* Neonatal sepsis tanisindaki duyarhihgi %94, ozgillugu %87




Pro-Adrenomedullin (ProADM)

* Vaskller endotel hucreleri ve diiz kas hucreleri tarafindan uretilen adrenomedullin'den
turetilen 48 amino asitli bir peptit

* Acil serviste kolay ve hizlica dl¢lilebilir (30 dk)

* 2038 hastanin degerlendirildigi meta-analizde sepsis tansindaki sinir degeri I-1.5 nmol/L,
duyarhhg: %83, ozgiilliigu %90

* Ancak kiigiik cocuklarda bakteriyel enfeksiyon tanisinda diisiik performans !

* ProADM, yuksek mortalite riskinin (COVID-19) ve organ disfonksiyonunun (Kalp yetmezligi)

erken bir ongordurucusu ve klinik progresyon biyobelirtecidir




MikroRNA (miRNA)

miRNA'lar, konagin infeksiyonlara karsi dogal ve edinsel immiinyanitinda yer alan

proteinleri duzenleyerek, sepsis patogenezinde anahtar bir rol oynarlar.

* miRNA genlerindeki polimorfizim, kisilerde enfeksiyonlara karsi duyarhhg

degistirdigi dusunulmektedir.

* 2337 hastanin degerlendirildigi bir meta-analizde, sepsis tanisindaki duyarliligi %80,
ozgiulligu %85, (PCT ile benzer) *** miR-233 ile en iyi sonuc¢lar!! *

* Sepsis disinda hematolojik ve onkolojik kanserlerde, ankilozan spondilit, hepatit B ve C virus

enfeksiyonlarinda, iskemik serebrovaskuler olaylarda, alkolik olmayan karaciger yaglanmasi

gibi bir cok durumda tanisal amagh kullanilabilmektedir.




Intestinal Mikrobiyota ??

GUT MICROBES 3
2020, VOL. 12, NO. 1, 1707610 (16 pages) e Taylor'&franqs
httpsd/doi.ora/10.1080/19490976 2019.1707610 Tayior & Frands Group
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RESEARCH PAPER/REPORT 8 OPEN ACCESS | M cheek forupdtes

/’ & RISSN: 1643-37
M- J;,ﬁ// Medical Science Monitor
Gut microbiota profiles in critically ill patients, potential biomarkers and risk

EREERATINT 2018; 24: 8639-8646. P variables for sepsis

Published online 2018 Nov 29. doi: 10.12659/MSM.911768 Gloria M. Agudelo-Ochoa ¥, Beatriz E. Valdés-Duque :°*, Nubia A. Giraldo-Giraldo »?, Ana M. Jaillier-
Ramirez (*<, Adriana Giraldo-Villa ¢, Irene Acevedo-Castano®, Mdnica A. Yepes-Molina %/, Janeth Barbosa-
Barbosa (»¢, and Alfonso Benitez-Paéz "

Gut Microbiota Disruption in Septlc Shock Patients: A Pilot StUdy *Food and Human Nutrition Research Group, Universidad de Antioquia (UdeA), Medellin, Colombia; ®Biosciences Research Group, Institucion

Universitaria Colegio Mayor de Antioquia, Medellin, Colombia; “Department of Nutrition, Hospital San Vicente Fundacion, Rionegro,
2 1ABCDEFG" p i 2 AB.ICD* 7i i 1ABCD 1ABCD Colombia; “Department of Nutrition, Hospital Pablo Tobon Uribe, Medellin, Colombia; “Department of Nutrition, Hospital General, Medellin,
= You-Dong Wan, Rui-Xue Zhu, Zi-Qian Wu, Shao-Yan Lyu, Colombia; ‘Department of Nutrition, Hospital San Vicente Fundacion, Medellin, Colombia; 9Department of Nutrition, Clinica Las Américas,
K ) 1,AB,C,D 1,AB,C,D X 1,A,B,C,D,E,F,G Medellin, Colombia; "Microbial Ecology, Nutrition and Health Research Unit, Institute of Agrochemistry and Food Technology. Spanish
Lian-Xing Zhao, " Zhong-Jun Du, and Xin-Ting Pan National Research Council (IATA-CSIC), Paterna-Valencia, Spain

Results:  Significantly lower bacterial diversity was found in septic shock patients compared with healthy subjects (p<0.05). ABSTRACT

Critically ill patients are physiologically unstable and recent studies indicate that the intestinal
microbiota could be involved in the health decline of such patients during ICU stays. This study

However, there was no difference in bacterial diversity in the presence or absence of probiotics (p=0.59), enteral aims to assess the intestinal microbiota in critically ill patients with and without sepsis and to

o5 . » " - 5 ” . determine its impact on outcome variables, sugh as medical complications, |ICU stay time, and

nutrition (p=0.39), or in-hospital death (p=0.93) in septic shock patients. A high abundance of Proteobacteria Moty LG ERl e R A A s e o

. ' . . . cing the V3-V4 hypervariable regions of the 16S rRNA gene. Linear mixed models were used to

and Fusobacteria was observed in mast septic shock patients, whereas low abundance was observed in healthy integrate microblota data with more than 40 clinical and demographic variables to detect
covariates and minimize the effect of confounding factors. We found that the microbiota o

subjects (mean relative proportion: 23.71% vs. 3.53%, p<0.05; 1.27% vs. 0.12%, p=0.59). Lt L D e e i i i)

. T P 3 5 ; 3 X :eop:‘r‘e::rft aa: in‘lc‘;a:;;e’gskefsér ‘slesgsisc:)ec‘;s‘;?t:l; r;)eca:s,:ho? ssg:'lcee:% ﬂ?;?ra r:iif:b?gta ?ga!rt‘t?r:sl.ouWe

Conclusions:  Bacterial diversity was decreased, and 1 or 2 rare bacterial species were overgrown in Septic shock patients. R e -

etecte a abundance of pathogen spec " o
Bacterial diversity was not improved by use of probiotics or enteral nutition, The small sample size of our study e e P e e o
predict sepsis development in ICU patients. We propose potential biomarkers for evaluation in the

limits the interpretation of results. clinical management of ICU patients.
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Hasta Basi Testler (POCT)

* "Hastanin bulundugu yerde veya yakininda yapilan, hastaya verilecek bakimda degisiklige
neden olabilecek testler’

e Hizli * Pahali

 Zayif analitik
performans

* Az miktarda

numune ihtiyaci

° K t
 Kullanimi kolay ayit sorunu

* Sonuglarin

* Deneyimli teknisyen
yorumlanmasinda

subjektiflik

ihtiyaci yok




Hasta Basi Testler (POCT)

« Oncelikle sepsis biyomarkirlarinin hizl tespitinde

kullanilmistir
- CRP POCT; 2 dk icinde sonucg
= PCT POCT; ‘Brahms PCT Direct’, parmak ucu,
‘Radiometer AQT90 Flex’, 2 ml kan,
—> CRP ve PCT; elektrokimyasal manyetoimmiinosensor

- |L-6; mikro-elektrot sensor, 2,5 dk

—> Lokosit sayisi, CD64, MKP-1,TLR, CTLA-4, CDI Ib, CD66b,
miR-133A, miR-150, vb.




Hasta Basi Testler (POCT)

* Ticari olarak kullanilan mevcut POCT’larin coklu

tespit yetenegine sahip olmamasi, fazla

bioakiskan sivi ihtiyacinin  (PCR  mekanizmali

olanlar) ve yuksek maliyetinin (i-STAT-1 Wireless)

olmasi sepsis tanisindaki kisithiliklaridir.

Bu stratejileri gelistirmek, birden fazla septik
biyobelirteci ayni anda ol¢cebilmek icin (lab-
on-chip “LoC”) lateral flow assay, microarray

ve mikroakiskan sistemler (cok kath

mikro/nano sistemler) kullanilmistir.

Notable available POCC products for sepsis biomarker detection

Device Detection mechanism Biomarker measuring  Biofluid volume  Assay time

i-STAT | Wireless Electrochemical Small molecules

LABGEQ'®!? Immunoassay Proteins 500 uL 20 mins
LiDia® PCR Pathogens 10 mL 3-4 hours
Moxi GO™ 1] Coulter/flow cytometry Cell receptors/cell counts 60 uL
T2Dx" PCR Pathogens 4mL 3-5 hours
Wolf® Cell Sorter  Fluorescence activated cell sorting (FACS)  Cell receptors/cell counts 0.15-5 mL 1 hour
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Kilk basamagi, geleneksel tek biyobelirteg hedefli POCT \

. Protein DNA/RNA
ile a)’nldll" Immunoassay hybndization
- Protein bazli biyobelirteg tespiti, yakalama problari Reporter
g . .. aq g g g 1. Gold nanoparticies

olarak antikorlari kullanan immunolojik tahlil tekniklerine 2 Fhiorescent tags

dayanir (immunassay). (A) 3. Enzymes

- Genetik tabanl biyobelirteg tespiti, bir ilk amplifikasyon \!g/ Antigon :‘;j‘ﬂﬁ:ﬁ:,

suirecini, ardindan hibridizasyon igin raportorlerle (orn., ) nwsodies
Qoresan) DNA probu konjugasyonunu gerektirir. / --------------------------

Lateral flow assay Microfluidic/microchip device - Yanal ak|§ deneyleri,
(B) v > e N\ - Mikroakiskan cihazlar
\'\ \ \ - —— . o ’
R S/ - Mikrodiziler
ﬁl) Farkli raportorlerle konjuge\ ............................
edilmis antikoru yakalama.
C2 )Cift test hatti veya cift akis c1 c2 C5
yolu _
C3) Dikey akis tasarimi, * . ] | - C . S
o M | : 2

numuneyi birden ¢ok kuyuya @ T : - wuw\ A 5‘5 v 4
ayirir h \T]t_' Imai | — 7/
C4) Coklu primerlerle izotermal -~
nikleik asit amplifikasyonu

C5) Coklu sabitlenmis problar. /




Lateral Flow Immunassay

* Cesitli protein biyobelirtegleri veya gen ekspresyon imzalarini tespit edebilmek igin birkag
farkli yakalama problari kullanir. Fee T—

> FebriDx®
* CRP ve Miksoviris direnc proteini A (MxA)*

¢
.....

* interferon alfa/beta tarafindan uyarilan bir hiicre ici kan proteinidir. -

* Akut ust solunum yolu enfeksiyonlarinda bakteriyel/viral enfeksiyon ayriminda sens: %80,
spes: %95

* Non-invazif (parmak ucu), 10 dk icerisinde sonug

f
f
¥
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Mikroakiskan Sistemler

* Mikrolitre ve daha kuguk hacimlerdeki akiskanlarin mikro olgekteki (metrenin milyonda biri)
kanallar icerisinde kontrol edilmesini ve hareket ettirilmesini saglayan sistemlerdir.

* Diisiik numune ve reaktif tiiketimi, kisa analiz siiresi, mekansal ve zamansal
faktorlerin daha hassas kontrolii gibi cesitli avantajlara sahiptir.

* Cok katl mikro/nano sistemlerde sivi akisini kontrol ederek farkli tespit bolgeleri olusturur ve
bulasici hastaliklarin teshisi icin bircok POCT yontemi bu teknolojiyi farkl sekillerde uygular.

—> Protein bazl biyobelirtegler i¢in multipleks mikroakiskanlar; immiinoassay metodolojisi ile entegre edilir.

- Genetik tabanli biyobelirteg tespiti icin; PCR veya dongu aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) teknikleri

—> Nanopargaciklar, manyeto-nanoparcaciklar, kuantum noktalari, elektriksel olarak ayarlanmis pargaciklar, vb.




Mikro ve Nano POCT Teknolojileri

> Fiziksel olciim

* Hiicreye 0zgii yanitlari ortaya cikarmak igin ince
ayarlanmis (geometriler, gradyanlar, sertlikler) akiskan
mikrokanallar araciligiyla biyofiziksel 6zelliklerin

saptanmasina dayanir

> Notrofil hareketi: sens: % 96.8, spes: 97.6%, 6,5 saate sonug!

- Graniilositlerdeki deformabilite e

* Etiketsiz algilama avantaji,

* Karmasik cihaz uretimi ve az gelismis olgum yontemleri




Mikro ve Nano POCT Teknolojileri

» Floresan olciimii

HLA-DR

* Hucreler arasindaki optik farkliliklar, floresan ozelliklere sahip molekiiller

kullanarak tespit edilir.

» Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

* Elektriksel uyarinin mikroakiskan sistemde tum hucrelere uygulanmasi ve
olusan empedans kaymalarinin olgulmesi prensibiyle ¢alisir.

- nCDé64; 30 dk’da sonug, sepsis tanisinda AUC >0.85,

* Hucresel ozellikleri degistirmeden olcen oldukga kantitatif bir
yontemdir ancak sonuclarin analizi zordur.




Mikro ve Nano POCT Teknolojileri

» Analitik ol¢iim

* Proteinleri ve kiiciik molekiilleri sayisal olarak tespit etmek igin;
- Modifiye EIS yontemleri,
= Enzimatik elektrokimyasal saptama
- Yiizey plazmon rezonansini (SPR)

gibi ¢ok sayida yontem ve bunlarin kombinasyonunu icerir.

* IL-6,IL-10, PCT, LPS, LTA, CRP, vb.




Mikro ve Nano POCT Teknolojileri

» Enzimatik elektrokimyasal saptamada, bir protein veya analitin redoks reaksiyonuna
katilmasiyla olusan akim degisikligi ug elektrotlu bir sistemde kaydedilir. Elektrokimyasal
bagimliliklar ve zamanla diisiik hassasiyet dezavantajlandir.

» Yiizey plazmon rezonansini (SPR), ylizeydeki adsorbe
edilmis materyalleri hassas bir sekilde olgmek icin altin veya

gimis nanopartikiiller uzerinde, 1sik kaynagindan gelen

elektronlarin kirilma indeksini degerlendiren elektro-optik bir

sistemdir.,




Mikro ve Nano POCT Teknolojileri

» Kuantum noktalari, yari iletken nano boyutlu kristallerdir (10-75 atom) ve psodo-
floresan ozelliktedir

» Kolorimetrik ve optik yontemler: Kolorimetrik etkiler (UV absorbsiyonunun

olculmesi veya bir belirteg ile reaksiyonu sonucu olusan bilesigin radyometrik olarak

belirlenmesi) ureten redoks reaksiyonlari ile tespit edilir.




Notable micro and nano multiplexing diagnostic systems

Articke Cell Parameter Tecthinubogy Hiomar kers LOD # of - Whole Assay tizov
markees bleflwld (YN)
(Hamket ecal, 2017) Prooein quantifiostion Elcctroohommicad e 110 1L-1p 05 paimi 3 N «~3 hours
C © P irn soopry
(EISy |
(Cihalova ex al , 2N T) Hoacwra koading Ot Jots Qs ) S avrves. MRSA. K. poctumonse 107 cells/mL 3 N -2 days
flacseacsnce
(Crawioni ot al., 2015) CGrranulocyte stiffness Detormabal iy wytometry CD45, CD66b, deformabilny A 1 pm o dauneter N < 10 mm
(EBctr ¢t al . 2018) Motility Optical Tracking Osallations. Pamung, Reverse Al wm n posibion 5 Y (blood) —6 bours
migranon, Avy dasaanoe
{Hazann et al, J017) Cell counnng EIS RACs, Platelets, WBC differential 50 cclispl. 3 Y (blood) ~2 bours
(Kaocetal, 2011) Vinm foaxding Microtluidic PCR Influenza FluA and HIN | 20 gl 2 ~N -1 bour
(Kobict ol 2016) Small moleculevolume Colonmetnic wearable Lactate, pH, Cl-, glucose, Sweal 200 uM s Y I xweat) -1 muan
quannficanon volime *
(lamet sl 2013 Boctcrma koading EiS S. sapvopkyteis, S, aurces. 2 10 CFUANDL 20 ~ -2 mm
acruginosa; K. paoormonis, cic
(Lehrmomn et al |, 200%) Bociersa Fung leading DNA sequoncing™CR . sevogonmes, P scragnoss. A 10 CHFUimiL 23 Y (blood) > & hoom
flrngatrs. C. glrbeatn. cic.
(Loo et al, 2017) Naciersa kading Cemmifugation DNA AL mabercbosss, A, Doy 10° CFUAmL 2 Y (hlood) ~2 howr
soquoncing
Mok <t al,, 2014) Protamn quantificabion EIS IL-6, AN 50 pM 2 N —a bours
(Murdock ¢t al. 2017) Bociora virus joadusge Colorenetoc Inflocmea A/B, HPV, 8 povurscusic MNA 6 N ~ 1) hortars
(Nguyon ot al, 2019) Beciora bonding Cemnfugation’ I ool S opfwmurnen, V' 10° celle’'mlL 8 2 ~N -1 bour
absorbance prnlaeanoly frenus
(Pamncer Salvam & Pracad, Protenysmall molecule Electrical PCT.LTA.LPS 01 o | pe'ml 3 Y -2 bours
2017) quontificatson
{Sun =t al, 2020) Protan quantification Surface plasmon PCT 0.5 ngiml 6+ Y (blood) <30 min
resmance (SPRUVQDs
(Uddm ot ul, 2016) Frotein quantificabian Opt-magnetic Thrombin 25 pM . N ~15 nun
mecrubeods’
cenrifugntion
(van de Grocp of al_ 201¥) Bacicrm/fuag laading Realetime 'CR S wwvus S pocimmons, £ colt, P 10 CFUanl. 1% Y 1blood) =1 hours
acrgrnasa. O allicanz ete.
(Valpetti ot al . 2015) Protan quantification Fluorescence -6, 1 TR TNF-u, PSA. GFE el ~10pM R4+ N > 3 hours
{Watkins et al,, 2013) Cell counting EIs UDACDS 2000 cells'pl 7 ] Y (blood) < 30 mm




> CRISPRTEKNOLOJILERI
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CRISPR Teknolojileri

* ‘Kumelenmis duzenli aralikli kisa palindromik tekrarlar’ (CRISPR) tespiti ile nukleik asit

teshisi son zamanlarda buyuk ilgi gormustur.

—> CRISPR dizileri, bakterilerin istilaci bakteriyofajlara karsi savunmada kullandigi bagisiklik
sisteminin bir pargasidir. CRISPR’lar, bakterilerin daha 6nceden enfekte oldugu viriislerden kalan genetik

kod kalintilaridir (Bakteri DNA’sinda tekrar eden diziler).

* CRISPR/CRISPR ile iligkili protein (Cas) teknikleri kii¢iik, ucuz, amplifikasyon icermeyen
genom tabanh POCT

- Mikroalkiskan Biyosensor ile miRNA tespiti, | saat icinde oldukga hassas ve spesifik sonuglar

—> CRISPR-Cas|2 ve CRISPR-Cas|3 > SARS-CoV-2 icin FDA onayh hizli tani kiti




CRISPR Teknolojileri

» CRISPR/Cas9 gen diizenleme teknolojisi: RNA tabanl bir DNA tanima sistemidir.
DNA’nin herhangi bir dizisini spesifik olarak tanimlayabilir, etiketleyebilir,
degistirilebilir ve silebilir !!

* Basit, ucuz, yiiksek etkili, bircok genin es zamanh genetik modifikasyonuna izin veren
yeni bir teshis ve tedavi sinifi > Gelisime acik

- Konak bagisikhiginm arttirabilir
- Mikroorganizmanin patojenitesini azaltabilir

- DNA diizenleyici sekanslara etki edemiyor (Genomun kodladigi proteinlerin %98’i)

—2‘NGG’ gen bolgeleriyle karsilastiginda etkinligi azaliyor

—~Hedef disi bolgede beklenmeyen mutasyonlara sebep olabilir




> BIYOSENSORLER
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Biyosensorler

* Biyosensorler; biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyali analitlerin derisimi ile orantil olarak
olculebilir ve islenebilir elektriksel sinyale donusturen biyolojik algilama materyalidir.

MEASURABLE

ANALYTE BIORECEPTOR TRANDUCER
SIGNAL

- Az numune hacmi

- Oldukca yiiksek 6zgiilliik

= Hizh patojen tanimlama

- ilag duyarhligi hakkinda veri
—> Genis aralikli tanimlama igin yetersiz duyarhhik

* Biyosensorlerin 6zgiilligii ve hizi oldukea iyi oldugundan kullanimini yayginlastirmak igin
maliyetleri en aza indirmeye ve duyarliliklarini artirmaya yonelik arastirmalar devam etmektedir.




> YAPAY ZEKA (MAKINE OGRENIMiI)
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Oxford University Press
Review

Evolving Applications of Artificial Intelligence and  __ geiew
Machine Leaming in Infectious Diseases TeSting Sepsis prediction, early detection, and identification using

clinical text for machine learning: a systematic review

Nam K .. Melissa Y.
* . v o ., elissa Y. .o . .
Makine 6grenimi; //° Calisma metodolojileri oldukga heterolen\
—>Labaratuvar  tani  performanslarinin

C°n1 e Q Q Q ABSTRAC1 . e W . . .

m|  gelistiriimesinde  of obiectve:|  ©  Makine ogrenimi ile hem yapilandirilmis |,

gor = Klinik tani amagli [ ok e metin  (yas, vital  bulgular, lab |

eHrre - Klinik prognoz hakkinda bilgi M utilizing cl : pre-

(@) d prog 8 ing e para.metrgler.l). hem de yapllandlrllmam!.g, B

in bo vere sepsis metin verilerinin kullanilmasiyla basaril bir i

) . ques, and € v . . .

sum  Yalnizca birden cok veri akisini entegre Results: TH sepsis tanimlanmasi gergeklestirilmis ve i
SRy ing sit v lab-

tne{ etmekle kalmayip ayni zamanda c¢ok buyik | ooy gas_erken sepsis tanisinda faydall.. A7

techy  miktarlarda heterojen verileri bilgiye |es methods showe ! f rately than

supe e oo . o .. o . . . o0 bry structured data alone. No meta-analysis was performed because of incomparable measurements among the 9

donustiirmek icin "veri birlestirme included studies.
medi > (1D~ Discussion: Studies focused on sepsis identification or early detection before onset; no studies used patient his-

gorevi gormektedir

tories beyond the current episode of care to predict sepsis. Sepsis definition affects reporting methods, out-
comes, and results. Many methods rely on continuous vital sign measurements in intensive care, making them
not easily transferable to general ward units.

Conclusions: Approaches were heterogeneous, but studies showed that utilizing both unstructured text and
integrated by AI/ML to provide actionable clinical knowledge. structured data in ML can improve identification and early detection of sepsis.
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Nanoscale P L OVAL SOCIETY

* H OF CHEMISTRY
& frontiers Advances -
in Medicine

Early Prediction of Sepsis in the ICU Using — )

) . . . ) Check for updates Machine learning-augmented surface-enhanced
Machine Learnmg: A Systematlc Review ___ spectroscopy toward next-generation molecular

Cite this: Nanoscale Adv., 2023, 5, 538

diagnosticst

%Sepsis tanisindaki performanst AUC=0.78- \
. 0.99 Yiizey Giiglendirilmis Raman Sagilimi (SERS) spektroskopisi ile
Mg Yuzey guglendirilmis kizilotesi absorpsiyon spektroskopisi
| *Ancak tekrarlanabilirlik ve karsilastirilabilirlikleri | (SEIRA) + Makine 6grenimiyle gelistirilmis karar verme siireci
sep dU§Uk' y
go —> Biyobelirtegler, yiiksek afinite, hizli, karakteristik titresim
Dok Dis validasyon yetersiz | parmak izleri, nano-problarla miiltipleks tanimlama
seps

studies provided publicly accessible source code and data sources fostering reproducibility. 9 Bakteri tanlmlama mikroak|5kan SiStemlerde
Limitations: Articles were only eligible for inclusion when employing machine learning algorithms for ’ 2 ’

the prediction of sepsis onset in the ICU. This restriction led to the exclusion of studies focusing on - Metal/altin nanOPar‘}aaklarla etiketli algllama
the prediction of septic shock, sepsis-related mortality, and patient populations outside the ICU. = Bakteriye| raman parmak iz|eri ||e etiketsiz algﬂama

Conclusions and Key Findings: A growing number of studies employs machine learning to optimize
the early prediction of sepsis through digital biomarker discovery. This review, however, highlights

several shortcomings of the current approaches, including low comparability and reproducibility. - Gelecekte, makine 6érenimi destekli SERS ve SEIRA
Finally, we gather recommendations how these challenges can be addressed before deploying these yéntemleri 9 hasta baS| testleri (]
’ L]

models in prospective analyses. Systematic Review Registration Number: CRD42020200133.




OZET

Biyoinformatik sistemin ve yeni nesil sekanslama yontemlerinin gelistirilmesi,

Nanopartikiillerin ve biyosensorlerin tanisal tetkiklere entegre edilmesi,

Mikroalkigkan sivilarin optimizasyonu

Ve tum bu gelismelerin yapay zeka algoritmalari ile kombine edilmesiyle;




OZET e

> Sepsis / SIRS ayrimi hizli (15-60 dk) ve basarili bir sekilde saglanabilir, gereksiz antibiyotik kullanimi
kisitlanabilir (MeMed BV ®, Septicyte Rapid, Triverity ™)

» Kiilturde zor uretilen veya uretilemeyen etkenler tam kandan tanimlanabilir (Karius Plazma)

* Rutin tanimlama yontemi olabilmesi igin maliyetlerin azaltilmasi, duyarhligin arttirilmasi gerekir

» Hizlh genotipik direng tanimlamasi yapilabilir (IC-3D,T2Dx®, Direkt-MALDI-TOF)

» Gelecekte;

—> Kritik hastalarda tam kandan hizh patojen tanimlama ??? (U-dHRM, Nanopore Sekanslama)

—> Lab on Chip - Biyosensorler — CRISPR teknolojileri > Taninmasi KOLAY, Tedavisi ZOR !!
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