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Initiation + empirical therapy On-treatment De-escalation/cessation

Most valuable, can help However, RDT information Improving timely de-escalation
guide initiation of appropriate may Not aiways be based on RDT data may
antimicrobial and stop used instantly (e.g., sepsis), require more clinician
broad-spectrum or can influence later education regarding
antimicrobial treatment steps in decision-making best stewardship practices
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Moore LSP et al. Rapid Diagnostic Test Value and Implementation in Antimicrobial Stewardship Across Low-to-
Middle and High-Income Countries: A Mixed-Methods Review Infect Dis Ther (2023) 12:1445-63
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kisalmasi
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Hibridizasyon
Temell,
Testler

FISH, hedef organizmanin varligini nicel
olarak gorsellestirmek icin oldukca spesifik
bir yontemdir.

PNA-FISH, DNA/RNA problarindan daha
hizli ve spesifik baglanmayi saglayan peptid
nikleotid asidi (PNA) problari kullantr.

Aktif olarak buyutyen hicrelerde, RNA

DNA'dan daha bol bulunur ve bu nedenle
probleme icin iyi bir hedef olusturur.




Hibridizasyon Temelli Testler

e XpressFish, mecA genini 6zel olarak tespit
eder ve QuickFish tabanli tanimlamanin
ardindan kullanildiginda, kan kultira pozitif
hale geldikten yalnizca 2 saat sonra
metisiline direnc tanisi!

Genefluidics Inc. (CA, ABD) tarafindan
gelistirilen biyosensor tabanli ADT (b-ADT)
sistemi, elektrokimyasal bir biyosensor ile
16S rRNA molekdllerini nicelendirerek

bakteriyel biylumeyi olcer.

e Bu sistem, klinik idrar ve kan orneklerinde hizli
ADT icin 10% cfu/ml tespit limitine ulagmistir

* Genefluidics UtiMax™ idrar orneklerinden
30 d tani ve 2 saatte ADT

* Bu kitin genel hassasiyeti %100 ve 6zgulligu %98,2'dir

y testing directly from clinical samples. J. Urol. 2011; 185, 148-153. doi: 10.1016/j.juro.2010.09.022

cs enhanced biosensors for diagnosis of acute bacterial infections. Ann. Biomed. Eng. 2014; 42.




Nukleik Asit Amplifikasyon Temelli Testler

G NAAT, patojen tanimlamada cok guiclt bir aractir, 6zellikle de sendromik
bir yaklasim ile birlestirildiginde.

BioMérieux, Elitech, Bosch, Eplex, Qiagen veya Becton Dickinson gibi
bircok tani paneli, belirli direnc genlerinin tespitini icermektedir.

&

- Bu paneller, 6zellikle ayrintili bir antibiyogramin gerekmedigi
durumlarda klinik olarak 6nemli sonuclar saglayabilir.
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Nukleik Asit Amplifikasyon Temelli Testler

Ancak gRT-PCR cihaz
ve reaktanin maliyeti
rutin ADT icin kabul
edilebilir seviyenin
uzerinde olmakla
birlikte; ekspresyon
duzeyi verir

Tanimlanan direnc
genleri, hastaliga
neden olan patojenle
iliskilendirilmemis
olabilir veya bulunan

direncg geni fonksiyonel
degildir

NAAT, MiK degerlerini net
tanimlamaz.



* Farkh fluoresan etiketlerin genis yelpazesi sayesinde, ayni 6rnekten birden fazla hedef

gen paralel olarak kolayca test edilebilir.
* Sistemler, DNA dizilerine hibridizasyon uygulayarak daha fazla hassasiyet ve spesifiklik

elde ededbilir.
* Halihazirda bircok FDA onayli coklu tani paneli mevcuttur.

® ePlex BD Max
AL (GenMark Y (Becton-
ieEpele (e Diagnostics), HLITEEE A1C; Dickinson)

GenomeEra

SeptiFast Magicplex Novodiag
(Roche) (SeeGene), (Mobidiag) (Abacus Diagnostics)




* PCR/electrospray ionization-kiitle spektrometresi (IRIDICA PCR/ESI-MS, Abbott
Laboratories Inc., ABD) tek bir testle 750'den fazla farkli bakteriyel tlirlin tespitini saglar

* Yiiksek Cozuiniirliiklii Erime Sistemi (HRM*, ThermoFisher tarafindan) nikleik asit
dizilerindeki varyasyonlari, PCR erime egrilerindeki kiictk farkliliklari tespit ederek
tanimlar.

* Dijital PCR uygulandiginda, blylyen bakteriyel kiltlrler icin E. coli, E. faecalis, P. mirabilis ve S.
aureus icin hem tanimlama hem de antimikrobiyal duyarhlik profillerini yaklasik 6.5 saatte,
makine 6grenimi algoritmalariyla analiz ederek ortaya koymustur.*

HRM: High resolution melting system

*Athamanolap et al. Integrated bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing
using pcr and high-resolution melt. Anal. Chem. 2017;89, 11529-36. doi:



 NUCLISENS® EASYQ® (bioMerieux), NASBA ve gercek zamanli tespiti molekiler beacon
prob kullanarak birlestiren ilk otomatik sistemdir.

» Klebsiella spp./de karbapenemaz genlerinin hizli tespitine olanak saglamistir

* LCR, Bacillus anthracis, Francisella tularensis ve Yersinia pestis'te siprofloksasin ve
doksisiklin diren¢ genlerinin tespitinde basariyla kullaniimistir

 LAMP, standart PCR'a gore inhibitorlere daha az duyarli oldugu icin 6zellikle dayaniklidir.
e Kan, idrar veya diski gibi 6rneklerin minimal islem sonrasi analizine olanak tanir.

 LAMP, DNA veya RNA ekstraksiyonunun mimkin olmadigi diistik kaynakli saha ortamlarinda
uygulanabilir.

Spanu T et al. (2012). Evaluation of the new NucliSENS EasyQ KPC Test for rapid detection of klebsiella pneumoniae carbapenemase gen s (blakPC). J. Clin. Microbiol. 50, 2783—-2785.
doi: 10.1128/JCM.00284-12

Oblath EA et al. (2013). A microfluidic chip integratingDNA extraction and real-time PCR for the detection of bacteriain saliva. Lab. Chip. 13, 1325-1332. doi:
10.1039/c3Ic40961a

Sahoo PR. et al. (2016). Loop mediated isothermal amplification: an innovative gene amplification technique for animal diseases. Vet. World 9, 465-469. doi:
10 14202 hieatworld 201 A



Immunolojik Yontemler

Antibiyotik direng proteinlerinin dogrudan tespiti icin birkag Girin mevcuttur.

LF testi, P. aeruginosa orneklerinde kloramfenikol direncini tespit etmektedir.

Alere Inc., MRSA tespiti icin, PBP2a'ya spesifik tavuk IgY antikoruna dayanan bir immiinochromatografi testi piyasaya stirmustir

PBP2a SA Kiiltlr Koloni Testi, MRSA'yi 6 dakikada tanimlayabilmektedir

Coris Bioconcept (Belgika), enterobakteriyel izolatlardan karbapenemazlarin (OXA-48-benzeri, KPC ve NDM tiirleri) tespitine yonelik
testler sunmustur

Boutal ve arkadaslari, karbapenemazlar icin TX-M-15, NDM, OXA-48-benzeri, KPC, IMP ve VIM gibi LF testlerini tanitmistir (Boutal ve
dig., 2017). LF testleri, izole edilmis klinik izolatlarla iyi ¢alismaktadir.

Ancak, bu testler genellikle klinik 6rneklerin dogrudan analizi icin uygulanabilir degildir.




M| imminolojik Yontemler

Ticari MultiPath™ platformu
(First Light Diagnostics Inc.,
ABD), antikor kapli floresan
nanoparcaciklarla etiketlenmis
biyomolekdillerin tespiti icin
buyuttlmemis dijital
goruntileme kullanmaktadir.

ArcDia Ltd. tarafindan
gelistirilen mariPOC® sistemi,
Iki-Foton Uyarim Floroskopi
teknolojisine (TPX)
dayanmaktadir.




| MALDI-TOF

MALDI-TOF MS, hizli donds
sdresi, minimum tiketim
maliyeti saglayan yenilikgi,
hizli ve glvenilir bir tani
aracidir.

Bu teknik, iyonize olmus
mikroorganizma pargaciklarinin
ugus suresinin belirlenmesine
dayanarak izole patojeni
(mycobacteria ve mantarlar
dahil) tanimlar ve direng
isaretlerini bile tespit edebilir.

Donus suresi 1 saatten
kisa olup, geleneksel
yontemlere gore
tanimlama siiresini 48
saate kadar azaltmistir.

Ancak, bu teknik,
oncelikle geleneksel
kilturlerin yapilmasi

gerekliligi ile sinirhdir.




MALDI-TOF

* Ayrica, cok mikroplu 6rneklerde performansi suboptimaldir ve distk ve orta gelirli
ulkelerde nadiren erisilebilir.

e Ornegin, MALDI-TOF'u, hizli antimikrobiyal duyarlilik testini ve yakin gercek zamanl
antimikrobiyal yonetim sistemini entegre eden kanita dayali bir midahale,
* Tanimlama icin ortalama strede (36.6 saat vs. 11 saat, p < 0.001),
e Duyarliligi elde etme siresinde (47.1 saat vs. 24.4 saat, p < 0.001) ve
* Tedavi ayarlama suresinde (75 saat vs. 29 saat, p = 0.004) dnemli farklar bildirmistir.

* Bu bulgular, MALDI-TOF ve AMS'nin birlestirilmesinin yatis stiresini ve maliyetleri
azalttigini ve en 6nemlisi, optimal tedaviye baslama siresini kisalttigini gostermektedir.

Perez KK, et al. In-tegrating rapid pathogen identification and antimicrobial stewardship sig-nificantly decreases hospital costs. Arch Pathol Lab Med
2013;137:1247-54. doi: 10.5858/arpa.2012- 0651- OA



MALDI-TOF

* Kutle spektrometrisi, 6zellikle sepsis teshisinde diger ADT teknolojileriyle siki bir sekilde
entegre hale gelme potansiyeline sahiptir.

 MALDI-TOF Direct-On-Target Microdroplet Growth Assay (DOT-MGA) yonteminde;

« Ornek damlalar (kiiltiir ve antibiyotiklerin 6 pL hacminde karisimi) dogrudan tek kullanimhk MS hedef
plakalarina damlatilir, 3—4 saat inktbe edilir ve ardindan MS ile analiz edilir.

* Enterobacterales’lerde ESBL ve AmpC B-laktamazlariicin tarama panelleri halihazirda
mevcuttur

Idelevich EA et al.(2018). Rapid direct susceptibility testing frompositive blood cultures by the matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometrybased direct-on-target microdroplet growth assay. J. Clin. Microbiol. 56, 00913—-00918. doi: 10.1128/JCM.00913-18
Correa-Martinez CL et al. (2019). Rapid detection of extended-spectrum b-lactamases (ESBL) and AmpC b-lactamases in enterobacterales:
development of a screening panel using the MALDI-TOF MS-based direct-on-target microdroplet growth assay. Front. Microbiol. 10:13. doi:
10.3389/fmicb.2019.00013



1005 hasta

Randomize kontrolli calisma

MALDI-TOF ile geleneksel mikrobiyolojik yontemleri (Gram boyasi, standart

ktltlrler) karsilastiriliyor

Antimikrobiyal Yonetim Sistemi programi olmaksizin iki grup arasinda
optimal antimikrobiyal tedavi alan hasta oranlari acisindan anlamli bir fark
olmadigi gosterilmistir.

Nadjm B, Dat VQ, Campbell JI, Dung VTV, et al. A ran-domised controlled trial of matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDITOF-MS) versus
conventional microbiological methods for identifying pathogens: Impact on optimal antimicrobial therapy of invasive bacterial and fungal infections in Vietnam. J Infect 2019;78:454— 60.
doi: 10.1016/.jinf.2019.03.010



 Q-Linea ASTar® sistemi, kan kulturlerinin tam otomatik izlenmesi ile
bakteriyel izolasyonlarin hazirlanmasini ve izlenmesini zaman atlamal
mikroskopi kullanarak gerceklestirir.
* Ayni anda 12 ornek isleyip giinde 50 6rnek isleyebilir,
* 6 saat icinde 48 antibiyotik icin gercek MiK degerleri sunar.

* Tanimlama yapmamaktadir, ancak herhangi bir tanimlama sistemiyle baglanti
kurulabilir.



e BacterioScan 216Dx sistemi (St. Louis, MO, ABD), bir 6rnegin optik
yogunlugunu (OD) ve ileri lazer 15181 sacilmasi ile dagilmis yogunlugu
Olcerek, normal OD o6lcimlerine gore 10—-100 kat daha yuksek
hassasiyet saglar.

* Bu sistem, 16 ornegi ayni anda isleyebilir ve gercek zamanli surekli bliylime
Olcimu yapabilir.

e Klinik idrar 6rneklerinde 104 cfu/ml’den fazla E. coli, S. aureus, P. aeruginosa
vb..., varhginda bakteriyel biylimeyi 3 saat icinde saptayabilir

* Hizli ADT Sistemi ile ilgili calismalar da mevcuttur



MNGS (Metagenomic Next Generation Sequencing)

mNGS, antimikrobiyal ilaglarin baslatilmasindan
sonra bile neden olan organizmayi tespit edebilir,
bu da antimikrobiyal ajanlarin uygunlugunu

Geleneksel yontemlere kiyasla, bircok patojeni ve
direnc genlerini kisa bir suire icinde kultur

artirmaya yardimer olabilir* yapmadan dogru bir sekilde tanimlayabilir

4 4
Bu nedenle, mNGS kullanildiginda yanhs pozitif sonuclar ve NGS, kontamine olmus DNA'dan etkilenebilir ve
gereksiz antimikrobiyal tedavi riski ? kolonizasyon ile enfeksiyonu ayirt edemez
4 £

MNGS'nin klinik kullanimini degerlendiren bir meta-analiz,
mukemmel bir performansa ve yiksek tanisal etkinlige
Onlemek icin karar destek sisteminin kritik &nemi vardir sahip oldugunu ortaya koymustur. Ancak, RNA virUsleri,
mantarlar ve hiicre ici bakteriler ile ayni derecede etkili
olmayabilir



Kanit Niteliginde Teknolojiler
Akilli Telefon Bazli Okuyucular

» Akilli telefon teknolojisini antibiyotikle kaplanmis mikrotip plakalari
kullanan bir mikrofotometrik sistemle birlestirildi.
e Tetrazolium tuzu WST-8’

« 10'ile 10° cfu/mL arasindaki konsantrasyonlara sahip 6rnekler, 6n
zenginlestirme islemi olmadan dogrudan test edilebildi.

* Farkli bir sistemde, K. pneumoniae izolatlari Gram-negatif bakterllere
yonelik 17 antibiyotik icin test edilerek %99.23 dogrulukla ilag
duyarllllgl yorumlamasi saglandi.

Kadlec M et al. (2014). A cell phone—based microphotometric system for rapid antimicrobial susceptibility testing. J. Lab.
Autom. 19, 258-266. doi: 10.1177/2211068213491095

Feng S et al. (2016). High-throughput and automated diagnosis of antimicrobial resistance using a cost-effective cellphone-
based micro-plate reader. Sci. Rep. 6:39203. doi: 10.1038/srep39203




Optik veya Mikroskobik Yontemler

* P. aeruginosa icin hizli (3 saat) antimikrobiyal duyarlilik testi (AST)

gerceklestiren bir mikroakiskan kanal ydntemi tanimlanmustir.
* Bu sistem, hulicre sayisi ve hiuicre morfolojisinin otomatik mikroskopik tespiti ile

calismaktadir

* Nanowell ADT’de 0.5 ul kilturler icin faz kontrast mikroskobu ve optik

sinyal analizi ile morfotip analizi yapilmaktadir.
* Bu sistem, Uropatojenler icin antibiyotik duyarlilik verilerini 4 saatten daha
kisa sirede elde edebilir. Sistem, standart disk difizyon testleri ile %97.9

oraninda toplam kategorik uyum gostermistir,
* Hlcre yogunluklarinin dikkatli bir sekilde standartlastiriilmasi gereklidir

Matsumoto Y et al.(2016). A microfluidic channel method for rapid drug susceptibility testing of Pseudomonas aeruginosa. PLoS ONE 11:e0148797.

doi: 10.1371/journal.pone.0148797
Veses-Garcia M etal. (2018). Rapid phenotypic antibiotic susceptibility testing of uropathogens using optical signal analysis on the nanowell slide.

Front. Microbiol. 9:1530. doi: 10.3389/fmicbh.2018.01530



MinyatUr ve Cip Tabanli BiyUme Izleme
Sistemleri

* Lab-on-a-chip sistemleri, bir veya daha fazla laboratuvar islevini tek
bir entegre devrede birlestirir.

* Mikroakiskan ADT platformlari genellikle 6nceden yiklenmis
kurutulmus antibiyotikler iceren kanallar kullanir.

* On-chip kdltdrin ardindan, kanallar faz kontrast mikroskobu gibi bir
algilama cihazi ile izlenehbilir.

Campbell J et al. (2016). Microfluidic advances in phenotypic antibiotic susceptibility testing. Biomed. Microdevices 18:103.
doi: 10.1007/s10544-016-0121-8



Bivosensor sistemler

* Biyosensorler, bir analiz madde konsantrasyonuna orantili sinyaller
Ureterek biyolojik veya kimyasal reaksiyonlari élcen cihazlardir.

* Antibiyotiklere maruz kalma; bakteriyel membranlarda, morfolojide,
metabolizmada, hareketlerde, kitle, i1s1 Uretimi ve nukleik asit
iceriginde olculebilir degisiklikler meydana getirir.

* Hizli ve hassas olmalarina ragmen, saf kiltir ve oldukca yiksek sayida
bakteri hlicresi gerektirir.

* Izotermal mikrokalorimetri, vankomisin direnci olan S.aureus'u 8
saatten kisa bir stirede tespit etti

Butini ME et al. (2018). Real-time antimicrobial susceptibility assay of planktonic and biofilm bacteria by isothermal
microcalorimetry. Adv. Exp. Med. Biol. 1214, 61-77. doi: 10.1007/5584 2018 291



Bivosensor sistemler

 Cesitli elektrokimyasal raporlayicilar, hiicre canliligi analizleri ve ilac
duyarhhgi élcimleri icin uygulanmistir.

* Besant ve arkadaslarinin sistemi, nanolitre kuyucuklarinda hapsolmus
hicreleri izlemek icin rezazurin boyasini (oksidasyon-reduksiyon

gostergesi) kullanmaktadir.

* Bu mikro fabrikasyon cihazi, ampisilin ve siprofloksasin ile maruz birakilan E.
coli ve K. pneumoniae'nin tepkisini 1 saat icinde tespit edebilmektedir ve
bakterilerin 1 cfu/uL gibi dlistik konsantrasyonlarinda idrar drneklerinde bu

tespiti yapabilmektedir.

Besant JD et al. (2015). Rapid electrochemical phenotypic profiling of antibiotic-resistant bacteria. Lab. Chip. 15,
2799-2807. doi: 10.1039/C5LC00375J
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Kan kalturd pozitif sinyal verdi

* MALDI-TOF MS ve RAST
* Bazi bakteriler icin
* 8 saatte ADT sonuc



I Kan kultUru pozitif sinyal verdi

Patojenler Direng paternleri Sonug¢ alma suiresi




Kan kaltdru pozitif sinyal verdi

Test Patojenler Direng paternleri Sonug¢ alma suiresi




llginiz icin tesekkiir ederim



