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OZET

Sepsis, infeksiyonlara bagli morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Geleneksel kan kiiltiirii yon-
temleri, sepsis tanisinda uzun zamandir altin standart referans yontem olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber,
geleneksel yontemlerde patojen mikroorganizmalarin tanimlanma siiresinin uzun olmasi, duyarhihiginin disiik olmast
ve sik tekrarlanma ihtiyaci gibi birgok kisitlilik vardir. Bu nedenle, molekiiler yontemler, sekanslama teknolojileri, na-
nopartikiiller, mikroakigkan sistemler, biyosensorler ve yapay zeka algoritmalar1 sepsis tanisinda kullanilmaya baslan-
mugstir. Bu derlemede 6zellikle tam kan numunesi izerinden etken mikroorganizmanin hizlica tanimlanmasina yonelik
gelistirilen molekiiler yontemler ve bu yontemlere dayali olarak gelistirilen ticari testler ele alindi.

Anahtar Kelimeler: molekiiler yéntemler, sepsis, tani

ABSTRACT

Sepsis is one of the leading causes of morbidity and mortality due to infections. Traditional blood culture methods have
long been accepted as the gold standard reference method for diagnosing sepsis. However, conventional methods have
many limitations, such as the long identification period of pathogenic microorganisms, low sensitivity, and the need
for frequent repetition. Therefore, molecular methods, sequencing technologies, nanoparticles, microfluidic systems,
biosensors, and artificial intelligence algorithms have been used to diagnose of sepsis. This review will discuss molecular
techniques for rapidly identifying the causative microorganism, especially on whole blood samples, and commercial
tests developed based on these molecular methods.
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GiRiS

Sepsis, infeksiyonlara kars1 konak immiin yanittaki disregiilasyona bagl gelisen organ fonksiyon bozuklugu olarak ta-
nimlanir ve infeksiyonlara bagli morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir (1). Hastaneye yatirilan
hastalardaki sepsis prevelans: yaklasik %6 iken mortalite oranlar1 %10-20 arasindadir. Morbidite ve mortalitesi yiiksek
olan bu infeksiyon acilinin prognozunda erken tani ve tedavi kritik 6neme sahiptir (2). Geleneksel kan kiiltiirii yontem-
leri sepsis tanisinda uzun zamandir altin standart referans yontem olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber; patojen
mikroorganizmanin tanimlanma siiresinin uzun olmasi, duyarliliginin disiik olmasi, sik tekrar edilme ihtiyac, test
i¢in gerekli numune ihtiyacinin fazla olmasi, antibiyoterapi sonras: yiiksek oranlarda yalanci negatiflik saptanmasi ve
antisepsi islemi gibi preanalitik degiskenlerin fazla olmasi bu yontemin basarisini diigiiren 6nemli kisithiliklardir (3-5).

Sepsisin erken tanisi igin gelistirilen “systemic inflammatory response syndrome” (SIRS), “sequential organ failure
assessment” (SOFA), “quick sepsis-related organ failure assessment” (qQSOFA), “national early warning score” (NEWS),
“modified early warning scoring” (MEWS) gibi skorlama sistemleri sepsis prognozunu tahmin etmede faydaliyken erken
teshis konusunda katkilar: yetersizdir (3). Gliniimiizde sepsis tanisi i¢in C-reaktif protein (CRP), prokalsitonin, presepsin,
interlokin-6, nétrofil CD64, kalprotektin, lipopolisakkarid baglayic1 protein ve mikro riboniikleik asit (miRNA)’ler
basta olmak tizere 250'den fazla serum sepsis biyobelirteci tanimlanmistir. Ancak bu biyobelirteglerden hicbiri genis
tabanli olma ve hizli tanimlama, minimal invaziflik ve yiiksek duyarlilik ve 6zgiillikk gibi ideal 6zelliklerin timiini
birlikte kargilayamamaktadir (5,6). Bu nedenle ideal sepsis tani testinin geligtirilmesine yonelik ¢aligmalar tiim hiziyla
devam etmektedir. Mikroakigkan sistemlerin optimize edilmesiyle hasta baginda kolayca uygulanabilen “lab-on a chip”
teknolojilerinin gelistirilmesi, biyosensorlerle hizli ve 6zgiil tanimlamalarin yapilabilmesi, yeni sekanslama yontemlerinin
gelistirilerek farkli molekiiler yontemlerle birlikte kullanilmas: ve yapay zeka algoritmalarinin tanisal tetkiklere entegre
edilmesi sepsisin erken tanisinda umut verici sonuglarin elde edildigi alanlarin baginda gelmektedir. Bu derlemede
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ise Ozellikle tam kan numunesi {izerinden patojen mikroorganizmanin
hizlica tanimlanmasina yoénelik gelistirilen molekiiler yontemler ile
sepsis ve SIRS ayrimu icin gelistirilen “-omic” teknolojileri ele alindi.

Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi kiitle spekt-
rometrisi (MALDI-TOF MS), mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
tiire 6zgii benzersiz protein profilini tanimlamaya yonelik gelistirilen
bir yontemdir. Peptit kiitle parmak izi tanimlamasi olarak da bilinen
MALDI-TOF MS’in bakteri ve mantarlarin tanimlanmasinda kullanimi
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Ad-
ministration - FDA) tarafindan onaylanmistir (7). Bu yontem ile kiiltiirde
tiretilen bakteri kolonisi, molekiilleri iyonize eden kimyasal bir matriks
ile karistirilir ve sonrasinda lazer 1sinlariyla buharlastirilir. Havalanan
bu molekiillerin, saptayiciya kadar ugtugu siirede gegen zamanin tespit
edilmesiyle molekiillerin kiitle parmak izi tanimlanir (8). Mikroorganiz-
malar1 %95-98 oraniyla dogru bir sekilde tanimlayabilmektedir. Bununla
beraber; Escherichia coli ile Shigella spp. ve de Acinetobacter baumannii
ile Acinetobacter calcoaceticus ayrimini dogru sekilde yapamamakta-
dir. En 6nemli dezavantaji ise mikroorganizmalarin kiiltiirde iretilme
gereksinimidir. Bununla beraber, geleneksel kan kiiltiirii yontemleriyle
karsilagtirildiginda etken tanimlama siiresini 6-12 saat kadar kisaltabil-
mektedir (9,10). MALDI-TOF MS ile enzimatik mekanizmalarla iligkili
spektral piklerin degerlendirilerek antimikrobiyal direncin tespitine yo-
nelik yapilan bazi ¢alismalar olsa da direng tespiti standardize edilmedigi
i¢in heniiz rutin kullanima girmemistir (11,12). Bu konuda yapilan bir
derlemede ise MALDI-TOF MS yonteminin Enterobacteriaceae iiyele-
rinde karbapenem direncini genotipik olarak saptamada oldukga yitksek
tanisal dogruluga sahip oldugu bildirilmistir (13).

Bu yontemde, mikroorganizma tanimlama siiresini kisaltabilmek i¢in
etkenin besiyerinde tiretilmesini beklemeden, pozitif sinyal veren kan
kiltira sivilarindan dogrudan MALDI-TOF MS ile tanimlama yapilir.

| ONE CIKANLAR

« Proteomik (MeMed BV®) ve transkriptomik (Septicyte Rapid,
Triverity™) yaklagimlardaki gelismelerle, sepsis ile STRS ayrimi az
miktarda numuneyle (0.1-2.5 ml kan), hizli (15-60 dk) ve basarili bir
sekilde saglanabilmektedir.

Mikroorganizmalara ait mikrobiyal hiicresiz DNAnin tam kandan “sho-
tgun” metagenomik sekanslanma yoluyla tespiti (Karius Test®), standart
kan kiiltiirti yontemleriyle tiretilemeyen veya zor tiretilen patojenlerin
hizli (24-48 saat) bir sekilde kantitatif olarak tanimlanmasini saglar.

Dijital PCR ile yiiksek ¢oztiniirliiklii erime analizinin mikroakigkan
sistemde birlestirildigi yontem (U-dHRM) ile yenidogan sepsisi ilis-
kili 37 bakteri, <0.1 ml periferik kandan dort saat icerisinde %99.9
duyarlilikla kantitatif olarak tespit edilebilir.

« Yiiksek verimli 3D partikiil sayma sisteminin mikroakiskan ¢ip tizerinde
kullanildig1 yontemde (IC-3D), tanimlanan mikroorganizmalardan bir
saat igerisinde, tek hiicre hassasiyeti ile (%100 duyarlilik ve 6zgiilliikle)
direng geni tespiti yapilabilir.
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Tanisal duyarliligs, insan hiicresel proteinlerinin varlig1 nedeniyle dii-
stktiir (7). Bu sebeple, insan hiicresel proteinlerini ortadan kaldirabilen
kitler gelistirilmigtir. Bu sayede Gram-negatif bakterilerde basarili (%66-
100) bir tanimlama yapilabilirken; Gram-pozitif bakteriler ve mayalarda
yeterli (%17-100) diizeyde tanimlama saglanamamuistir. Ek olarak, poli-
mikrobiyal infeksiyonlar: tanimlamada da yetersiz performansa sahiptir
ve FDA onay1 yoktur (7,14,15).

Direkt MALDI-TOF MS yontemi ile ortaya ¢ikan digiik tanisal perfor-
mansi artirabilmek i¢in mikroorganizma kolonilerinin 3-6 saat igeri-
sinde izole edildigi ve sonrasinda MALDI-TOF MS ile tanimlandig1 bir
yontemdir (7). Mikroorganizmalar1 tanimlamadaki duyarliligi %73 ila
%100 arasindadir (16). Bu yontem de polimikrobiyal infeksiyonlari ta-
nimlamada yetersizdir ve FDA tarafindan heniiz onaylanmamugtir (17).

PCR uygulamasi sonrasinda kiitle spektrometrisi tespitini igeren yeni
yontemlerle bakteri ve maya tiirlerinin tanimlanma siiresi 6-8 saate
kadar distirtilmistiir. Mycoplasma pneumoniae, Nocardia spp., Legionella
pneumophila ve Rickettsia typhi gibi standart kan kiltiirti yontemleriyle
tiretilmesi zor olan mikroorganizmalar bu yontemle tanimlanabilir (10).
Ayrica, antimikrobiyal tedavi altinda alinan kan kiltiirit numunelerinde
patojen mikroorganizmay1 tanimlama oranlar: geleneksel yontemlere
gore oldukga yiiksek (%83% karsin %42) olmakla birlikte FDA onay1 bu-
lunmamaktadir (10,18).

Ilk olarak Fredric Sanger ve arkadaslarinin zincir sonlandirma yéntemi-
ni gelistirmesiyle beraber deoksiriboniikleik asit (DNA) dizileri kolay ve
giivenilir bir sekilde elde edilmeye baglanmigstir (19). Takibinde ise bir¢ok
yeni sekanslama yontemi gelistirilmistir ve bu yontemler kullanim alani,
kolaylig1, hizi gibi farkli 6zelliklerine gore tig sinifa ayrilmistir (20). Bi-
rinci nesil sekanslama yontemlerinde niikleotid dizisini belirlemek igin
radyo-etiketli veya floresan etiketli niikleotidler kullanilirken, yeni nesil
sekanslama yontemlerinde (2. ve 3. nesil) ¢ok farkli teknikler kullanil-
mugtir. Tkinci nesil sekanslama yéntemlerinde en bagarili sonuglar koprii
amplifikasyonu teknigi ile illumina sekanslama yonteminde elde edilmistir
(21). Ugiincii nesil sekanslama teknolojilerinde ise DNA amplifikasyon
adimlar1 gerekmedigi i¢in; daha yiiksek verimle, daha hizli tanimlama
ve daha uzun okuma uzunluklar elde edilmistir. Tiim bu gelismelerin
sonucunda, yeni nesil sekanslama (“next-generation sequencing” - NGS)
teknolojileri, milyonlarca DNA parg¢asinin yiiksek verimle biiyiik l¢tide
paralel olarak dizilenmesine olanak saglamistir (22).

Yeni nesil sekanslama teknolojileri ile kiiltiirde iiretilen mikroorganizma-
lardan tiim genom analizinin yapilmasinin yan: sira kiiltiir sonuglarini
beklemeden dogrudan klinik numune tizerinden olasi patojenik mikroor-
ganizmalarin saptanmasina yonelik metagenomik sekanslama da yapila-
bilmektedir (23). Tiim genom sekanslama; salgin analizlerinde, genotipik
direng profilinin tanimlanmasinda ve heniiz tanimlanmamus yeni genlerin
veya mekanizmalarin saptanmasinda kullanilabilmektedir (24). Uretilmesi
yavas ve duyarlilik testi yapilmasinin zor oldugu mikroorganizmalarin
(mikobakteriler, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma, Ureaplasma) direng
profilini belirlemede ve Salmonella serotiplendirilmesinde basarili bir ge-
kilde uygulanabilmektedir (25,26). Fungal patojenlerin tanimlanmasinda
validasyonu yetersiz iken Candida auris’i basarili bir sekilde tanimlaya-
bilmektedir (27). Metagenomik sekanslama; hedefe yonelik ve “shotgun”
metagenomik sekanslama olarak iki farkli yontemle yapilabilmektedir.
Hedefe yonelik metagenomik sekanslamada PCR amplifikasyonu ya da
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prob hibridizasyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemlerle belirlenen
bir patojen ya da patojen grubu segilerek tanisal duyarlilik artirilirken,
hedeflenen patojen sayisi kisitlanir. “Shotgun” metagenomik sekanslama-
daise potansiyel patojeni belirlemek i¢in bir klinik numuneden ¢ikarilan
tiim DNA veya RNAlar biyoinformatik boru hatti igerisinde sekanslanir
(23). Patojen mikroorganizmalar diginda insan DNA’s1 ve insan mikrobi-
yomu da tespit edilir (28). “Shotgun” metagenomik sekanslamanin beyin
omurilik sivisinda kullanimi i¢in validasyon saglanmistir (29). Tam kan
numunesi ve diger viicut sivilarindaki standardizasyonu ile ilgili ¢alis-
malar devam etmektedir (23). Bununla beraber, yapilan meta-analiz ve
derlemelerde yeni nesil sekanslama yontemlerinin mikroorganizmalar:
tespit etmede altin standart referans yontemden daha iistiin oldugu, bu
nedenle de bu yontemlerin tanisal performanslarini dogru bir sekilde
degerlendirmenin zor oldugu bildirilmistir (30).

DNA, RNA, miRNA ve proteinleri tanimlayabilen 3. nesil bir sekanslama
cihazidir. Bu yontemin MinION platformu; kiigitk boyutlu, taginabilir,
hizl ve diisiik maliyetlidir. Tim bu 6zellikler MinION platformunu diger
NGS teknolojilerinden ayiran 6nemli farkliliklardir. Mikroorganizmalar,
16S hizli amplikon sekanslama kiti kullanilarak dort saatte tanimlanabilir
(4,31). Ayrica, 40 dk igerisinde viruslar1 %100 duyarlilik ve 6zgiilliikle ta-
nimlayabilen kitler gelistirilmistir (32). Bakteriyel patojenleri tanimlama-
da idrar ve digki 6rneklerinde validasyon saglanmigken, tam kan tahlili
orneklerinde heniiz validasyon tamamlanmamustir (33).

[llumina sekanslama yénteminin kullanildig1 bu ticari testte bronkoalve-
olar lavaj stvisinda 900den fazla bakteriyel, viral ve fungal patojen semi-
kantitatif veri ile tanimlanmaktadir. Heniiz tam kan numunesinde direkt
olarak patojen tanimlanamasa da idrarda 190'dan fazla tiriner patojen ve
2000den fazla antimikrobiyal direng belirtecini saptayan yontemler de
gelistirilmistir (23).

Mikrobiyal hiicresiz DNA (“microbial cell-free DNA” - mcfDNA)nin il-
lumina cihazi ile “shotgun” metagenomik sekanslama yéntemine dayanir;
1200den fazla patojeni, 5 ml tam kandan 48 saat igerisinde tanimlayabil-
mektedir. Ancak, bu yontem ile fungal patojenler tanimlanamamaktadir
(34). Immiinsiiprese hastalarda yapilan konvansiyonel metotlarla kar-
stlastirildig: bir ¢aligmada, klinik ile iligkili olabilecek viruslar1 yiiksek
oranda saptayabildigi (%36 vs. %11) ve negatif prediktif degerinin %98
oldugu bildirilmigstir (35).

Non-invazif likit biyopsi olarak da tanimlanan bu test, mcfDNAnn il-
lumina cihazi ile “shotgun” metagenomik sekanslanmasi ve yapay zeka
algoritmalari ile tanimlanmasi prensibine dayanir; 1250den fazla patoje-
ni, 5 ml tam kan 6rneginden 24-48 saat igerisinde tanimlayabilmektedir.
Bu yontem ile fungal patojenler tanimlanabilirken, RNA viruslar tespit
edilememektedir (36). Karius plazma testinin konvansiyonel metotlarla
karsilastirildig ¢alismalarda duyarliliginin %70 ila %93 arasinda, 6zgiil-
ligtiniin %63 ile %88 arasinda oldugu bildirilmistir (37). Bununla beraber,
sepsis siiphesi olan hastalarda ise kan kiiltiirii sonuglari ile korelasyonu
%97dir (36). Karius plazma testinde, antibiyotik tedavisi alan kisilerde
patojen mikroorganizmalar1 tanimlama orani kan kiiltiirti yontemine
gore oldukga yiiksektir (%20’ye karsin %48) (38). Antimikrobiyal direng
tespitine yonelik ¢alismalar ise devam etmektedir. Bu yéntemin en 6nemli

dezavantaji ise yiiksek cihaz (>600 000 ABD dolar1) ve test (2000 ABD
dolar1) maliyetidir (37).

Bu platformlar, multipleks ve “broad range” PCR yontemi ile ¢ogaltilan
patojen genomlarinin elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi
(“electrosprey ionization mass spectrometry” - ESI-MS) yontemi ile ta-
nimlanmasi prensibine dayanir. Plex ID platformu ile yapilan ¢aligmalarda
tanisal duyarliligin diigiik olmas tizerine Iridica platformu gelistirilmistir.
Bu yontemle, 780 bakteri ve Candida tiirii 5 ml tam kan numunesinden
tanimlanabilir (39). Alti numunelik bir kitin sonug verme siiresi alt1 saat-
tir. Ayrica, mecA, vanA, vanB ve blaKPC olmak iizere toplam dort direng
geni de bu yontemle tespit edilebilmektedir (4). Klinik ¢alismalarda testin
duyarliligr %44 ila %82, 6zgilligi %69 ila %94 arasinda bulunmugken
kontaminantlarin hari¢ tutuldugu klinik ¢aligmalarda ise testin duyarlilig
%88-91, ozgilliigii %87-99 olarak bildirilmistir (39-41). Bununla beraber,
polimikrobiyal infeksiyonlar1 tanimlamada yetersiz bulunmustur ve 5
ml kan ihtiyact oldugu i¢in pediatrik hastalarda bu yéntem rutin olarak
kullanilamamaktadir. “Conformité Européene” (CE) sertifikas: olan ve
Avrupada kullanilabilen bu testin heniiz FDA onayi yoktur (4,42).

Bu testte, multipleks ger¢ek zamanli PCR sonrasinda DNA dizilerine ait
erime dereceleri ve erime egrilerinin analizini yapan “yiiksek ¢6ztiniir-
luklii erime analizi” yonteminin kombinasyonu kullanilmaktadir (43).
Bu yontem ile 1.5 mI'lik bir tam kan numunesinden 16dan fazla bakteri,
bes Candida tiirli ve Aspergillus fumigatus tanimlanabilmektedir. Sekiz
ornek ayn1 anda galisilabilir ve alt1 saat igerisinde sonug elde edilir (4).
Bununla beraber, otomatiklestirilmis DNA ekstraksiyonuyla bu siire dort
saate kadar diisiiriilebilmektedir (44). Antibiyotik direng geni olarak ise
sadece mecAy1 (100 dk) saptayabilmektedir. SepsiFast testinin tanisal
dogruluguyla ilgili bir¢ok klinik ¢alisma yapilmistir. Dark ve arkadasla-
rinin (45) SepsiFast testinin tanisal dogruluguna yo6nelik 41 faz III ¢alig-
masinin sonuglarini degerlendirdikleri meta-analizde, testin duyarliligi
%68, ozgilligii %86 olarak bulunmustur. Chang ve arkadaglarinin (46)
34 galismadan 6012 sepsis siipheli hastayr degerlendirdikleri derlemede
ise SepsiFast testinin duyarliliginin %75, 6zgilligtiniin %92 oldugu bil-
dirilmistir. Yine bu derlemede, s6z konusu testin bakteriyel infeksiyonlar:
fungal infeksiyonlara gore daha dogru tanimladig1 ve de polimikrobiyal
infeksiyonlarda kan kiiltiirlerine gore daha yiiksek tanisal performansa
sahip oldugu belirtilmistir (46). SepsiFast testi 1.5 ml kan ile patojen
mikroorganizmay1 tanimlayabildigi i¢in pediatrik hastalarda kullanila-
bilmektedir. Ancak, yenidogan sepsisi ile iligkili olan bazi patojenler bu
test ile tespit edilemedigi i¢in yenidoganlarda kullanimi uygun degildir;
FDA onay1 heniiz olmayan bu testin CE sertifikasi bulunmaktadir (4).

Bu yontemde tanisal duyarlilig1 artirabilmek icin segici lizis ve insan DNA
degradasyonunu saglayan detayli bir 6rnek hazirlama iglemi uygulanir.
Sonrasinda ise multipleks ve “broad range” PCR1 takiben birinci nesil
Sanger sekanslama yontemi ile hedefe y6nelik metagenomik sekanslama
gerceklestirilir (47). SepsiTest ile 303 bakteri ve 40 fungal patojen, 1 mI'lik
tam kan 6rneginden tanimlanabilmektedir. On iki test ayn1 anda galigilabilir
ve dort saat icerisinde patojen mikroorganizmanin varlig: tespit edilebilir.
Ancak, tiir diizeyinde tanimlama i¢in ise yaklasik 4-6 saatlik ek siireye daha
ihtiyag vardir. Antimikrobiyal direng tespiti ise bu test ile yapilamamakta-
dir. Toplam patojen tanimlama siiresi 8-10 saat arasinda olmakla birlikte
gelecekte yeni nesil sekanslama yontemleriyle bu siirenin azaltilabilecegi ve

78


http://www.idbydna.com/

direng genlerinin de saptanabilecegi diisiiniilmektedir (4). Klinik ¢alisma-
larda testin duyarlilig1 %11-87, 6zgiilliigii %85-96 arasinda bulunmusken,
kontaminantlarin hari¢ tutuldugu klinik ¢alismalarda duyarlilik %38-79,
ozgilliik %87-95 arasinda bildirilmigtir (48-50). Pediatrik hastalarda 1
ml kan ile patojen mikroorganizmay: tanimlayabildigi i¢in kullanilabil-
mektedir. Bununla beraber, SepsiTest’te birden fazla biiyiik tanisal cihaz
kullanildig: i¢in baslangi¢c maliyeti fazladir. Ayrica, birden fazla 6rnek
transfer adimini igerdigi igin de kontaminasyon riski diger hizli testlere
gore daha ytiksektir; FDA onay1 bulunmamakla beraber CE onay1 vardir (4).

Dijital PCR, genis tabanli amplifikasyon ve yiiksek ¢oziiniirliiklii erime
analizi (“universal digital high-resolution melt” - U-dHRM) yontemi-
nin mikroakigkan ¢ip tizerinde birlestirildigi ve bir numune icerisindeki
bakterilerin tiirli ve miktarinin prob kullanmadan belirlenebildigi bir
testtir; 1 mlIden az tam kan numunesinde 6zellikle yenidogan sepsisi ile
iligkili olan 37 bakteriyel patojeni tanimlamaya olarak yonelik gelistiril-
migtir. Her testte sadece bir numune ¢aligilabilir ve dort saat icerisinde
sonug elde edilir. Kantitatif bir yontem kullanildig1 igin tek bir 6rnekten
sepsise neden olan tiim mikroorganizmalarin saptanabilmesine imkan
saglar (51). Tek organizma ve tek genom duyarliligi ile 37 bakteriyel pa-
tojeni tanimlamadaki dogrulugu %99.9 olarak bildirilmistir. Bununla
beraber, bu testin duyarlilik ve 6zgtlliigiinii belirlemeye yonelik daha
fazla caligma gerektigi icin heniiz ticari olarak kullanilmamaktadir (52).
U-dHRM teknolojisi, kolay ve hizli tanimlama yapabilmesi, direng geni
saptanabilmesine olanak saglamasi ve yapay zeki ile genis bilgi ban-
kasina sahip olmasi nedeniyle taginabilir bir hasta basi testi (“point-
of-care testing” - POCT) olarak umut vaat edici goriilmektedir (4).

Dijital PCRile ytiksek verimli 3D partikiil sayma sisteminin mikroakigkan
¢ip iizerinde birlestirildigi bir yontemdir. Ornek hazirlama ve saflagtirma
olmaksizin hedef bakterilerin tam kandan dogrudan saptanmasini miimkiin
kilar. Tek adimly, kiiltiir ve amplifikasyon gerektirmeyen IC 3D y6ntemi,
1-3 saat igerisinde tek hiicre hassasiyetiyle kantitatif veri sunar. Bu yonte-
min en 6nemli dezavantaji, analiz bagina sadece se¢ilmis olan bir bakteri
tiriiniin (6rn. E. coli) aragtirilmasidir (53,54). Bununla beraber, ¢oklu
dalga boyu algilama sistemi kullanilarak birden fazla patojenin aragti-
rilabilecegi fakat bu sayinin az sayidaki floresan kanal nedeniyle, sinirh
olabilecegi bildirilmistir (4). Yine bu yontemle antimikrobiyal direng
genlerinin arastirildig1 bir ¢aligmada ise oldukea diisiik saptama limiti
ile bir saat igerisinde %100 duyarli ve 6zgiil sonuglar elde edilmistir (55).

Manyetik alan igerisindeki su molekiillerinin davranisini saptayan min-
yatiir bir manyetik rezonans (MR) teknolojisidir. T2Dx® testinde, PCR
amplifikasyonu sonrasinda replike olan DNA, MR sinyalinde biiytik de-
gisikliklere neden olan nanopartikiiller ile hibridize edilerek tespit edilir.
FDA izini olan bu yontemde sadece 6nceden belirlenmis olan mikroor-
ganizmalarin varlig arastirilabilir. Sonuglar 4 ml tam kan 6rnegi ile 3-5
saat icerisinde elde edilir (56,57). Bu yontemin T2Bacteria®, T2Candida®
ve T2 Direng paneli olmak tizere ti¢ farkl ticari kiti mevcuttur. T2Bac-
teria® panelinde; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli tiirleri tanimlanmakta-
dur. Klinik ¢alismalarda bu panelin duyarlilig1 %90, 6zgiilligii %98 olarak
tespit edilmistir (57). T2Candida® panelinde ise; Candida albicans, Can-
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dida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata ve Candida parapsilosis
tiirleri tanimlanmaktadir. Bu panelin duyarliligi %91 ve 6zgiilliigi %99
olarak bildirilmistir (58).

“Omic” yaklagimi, birden fazla farkli teknolojinin bir araya getirilerek
molekiiller arasindaki iligkileri, molekiillerin rollerini ve bir organiz-
may1 yapan tiim hiicrelerin etkilerini aragtirmay: amaglar (59). Yapilan
genomik caligmalarda, konagin genetik profilinin kisginin infeksiyonlara
duyarliligy, tedaviye yanit1 ve klinik sonuglariyla iligkili oldugu gosteril-
mistir (60,61). Ancak, genomik aragtirmalar tarafindan saglanan statik
bilgi, sepsisin heterojenligi ve dinamik seyrine ayak uyduramadig icin,
tanusal ig akigina dahil edilememektedir. Bu nedenle de sepsis tanisinda
DNA genotipini arastirmaya yonelik yaklagimlar yerine fenotipe yonelik
aragtirmalar (proteomik ve transkriptomik) one ¢ikmistir (62). Proteo-
mik (proteinlerin tespiti) ve transkriptomik (mRNA belirtecleri) yak-
lasimlardaki gelismeler, patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasina
yonelik katki saglamasa da sepsis ile SIRS ayriminin olduk¢a az numune
ile hizli ve giivenilir bir gekilde yapilabilmesine olanak saglamistir (63).

C-reaktif protein, interferon gamma kaynakli protein-10 (IP-10) ve timor
nekroz faktori ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (“tumour necro-
sis factor-related apoptosis-inducing ligand” -TRAIL) proteinlerinin
immiinoassay metoduyla tanimlanmasi ve yapay zeka algoritmalariyla
yorumlanmasi prensibine dayanir. Bu test ile 0.1 ml kan ile 15 dakika
igerisinde sonug aliabilmekte olup FDA tarafindan kullanimina izin ve-
rilmigstir. Klinik ¢aligmalarda, bakteriyel-viral infeksiyonlarin ayriminda
duyarliligr %87-93, 6zgiilligii %93-94, negatif prediktif degeri ise %98.3
olarak bildirilmistir (64,65)

Dogal immiin yanitta yer alan dort RNA biyobelirtecinin (LAMPI,
PLACS, PLA2G7, CEACAM4) ters transkripsiyon kantitatif PCR (RT-
qPCR) yontemi ile tespit edilmesi prensibine dayanir. Bu yontem, spesi-
fik olarak insan inflamatuar belirteglerini hedefleyen ilk transkriptomik
yontemdir (66). SeptiCyte Lab testi 2.5 ml tam kan numunesi ile 4-6 saat
igerisinde sonug verebilirken, bu platformun optimizasyonu ile gelistirilen
bir POCT olan SeptiCyte Rapid ile 0.25 ml tam kan numunesinden bir
saat icerisinde sonug elde edilmektedir (67). Heterojen gruplarin deger-
lendirildigi farkli klinik ¢aligmalarda SeptiCyte platformunun sepsis ile
SIRS ayriminda oldukga iyi bir performans gosterdigi bildirilmis ve bu
nedenle FDA tarafindan da kullanimina izin verilmistir (68). Gelecekte,
mikroorganizmalarin tanimlanmasina yonelik gelistirilen yeni hizli tani-
sal testlerle beraber kullanildiginda akiler antibiyotik kullanimi iizerine
onemli katkilarinin olacag: diistiniilmektedir (69).

Host Dx™ testinin (“inflammatix”-bakteriyel, viral, noninfeksiyoz-1 -
IMX-BVN-1) yapay zeka algoritmalari ile gelistirilmis formudur. Sepsis
ile iliskili 11 mRNA (sepsis MetaScore), bakteriyel/viral infeksiyon ay-
rimiyla iliskili yedi mRNA (bakteriyel/viral MetaScore) ve 30 giinliik
mortalite prediktoriiyle iligkili 11 mRNA belirtecinin (Stanford mortalite
skoru) kantitatif ters transkripsiyon dongii aracili izotermal amplifikas-
yon (qQRT-LAMP) yontemi ile degerlendirildigi bir testtir (70). Bu testte
2.5 ml tam kan numunesi ile sepsis varligs, hastalik siddeti ve muhtemel
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etiyoloji hakkindaki bilgi 30 dkdan kisa bir siire igerisinde elde edilmek-
tedir. Farkli poptilasyonlarin dahil edildigi klinik ¢aliymalarda tanisal
dogrulugunun (AUROC=0.85-0.95) oldukga yiiksek oldugu ve bakte-
riyel/viral infeksiyon ayriminda da yiiksek duyarlilik ve 6zgilliige sahip
oldugu bildirilmigtir (71,72).

Su an ticari olarak piyasada kullanilan Triverity™ (IMX-BVN-3) ise In-
Sep™ (IMX-BVN-2) testinin yapay zeka ile daha da gelistirilmis versi-
yonudur. Klinik ¢alismalarda Triverity™ testinin bakteriyel infeksiyon-
lar1 ayirt etmede prokalsitonine es deger, 30 giinliik mortalite riskini
ongérmede ise prokalsitoninden belirgin tstiin oldugu bildirilmistir.
Ayrica seri takiplerde IMX-BVN-3 skorunda azalmanin klinik iyilesme
ile iligkili/oldugu gosterilmistir (73). Farkli bir klinik ¢aligmada ise bu
testin COVID-19 tanisindaki duyarliliginin %93.8 oldugu ve COVID-19
tanili hastalarda bakteriyel koinfeksiyonu tanimlamadaki duyarliliginin
%100, 6zgiilligiiniin %99.4 oldugu bildirilmistir (74). Yine bu teknoloji
ile gelistirilen parmak ucu kan 6rneginden bakteriyel-viral-non infeksi-
yoz siiregleri ayirabilen BacVerity™ isimli ticari testte bir POCT olarak
kullanilmaktadir (73).

Sonug olarak; bir infeksiyon acili olan sepsisin erken ve dogru tanim-
lanmasina y6nelik ¢aligmalar tiim hiziyla devam etmektedir. Molekiiler
teknolojilerdeki ilerlemelerle beraber yarim saat icerisinde sepsis ile SIRS
ayriminit %95’in {izerinde duyarlilikla tespit edebilen ve 4-6 saat igeri-
sinde patojen mikroorganizmalar1 saptayabilen umut verici yontemler
gelistirilmistir. Gelecekte, bu testlerin tanisal duyarliliklarinin daha da
artirllmasi ve maliyetlerinin diigiiriilebilmesi halinde sepsis, kolay ta-
nimlanabilen ancak artan antimikrobiyal diren¢ nedeniyle tedavisi zor
bir durum olarak karsimiza ¢ikabilir.
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