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Abstract

Objective: Molecular tests are rapid, reliable tools for the detec-
tion of carbapenem resistance, but their use is limited due to 
their cost, requirement for well-trained technicians and highly 
sophisticated instrumentation. The recombinase polymerase 
amplification (RPA) assay, one of the isothermal amplification 
methods developed recently to overcome these problems, 
doesn’t require denaturation of target, and RPA products can 
be determined by probe-base detection methods even without 
a specific instrumentation. In this study, we aimed to develop a 
rapid and easily applicable molecular test format in on-site set-
tings based on RPA technique with combination of lateral flow 
system for detection of blaOXA-48.
Methods: Bacterial strains were obtained from the collection 
of hospital infection control committee. Twenty-four OXA-48-, 
one from each of VIM-, IMP-, NDM-, KPC-positive strains and 
10 carbapenem-susceptible OXA-48-negative strains were in-
cluded. Fresh cultures were suspended in 1× polymerase chain 
reaction (PCR) buffer, the turbidity of the suspensions were 
adjusted to 0.5 McFarland standard. Serial dilutions of OXA-
48-positive strain were prepared for evaluation of test perfor-
mance and detection of lowest limit. Nucleic acid isolation was 
performed by boiling method. blaOXA-48-specific RPA primers 
and NFO probe were designed and used. RPA reactions were 
performed according to the manufacturer’s (TwistAmp® nfo 
kit, TwistDx, Cambridge, United Kingdom) instructions. Lateral 
flow method was used for detection of RPA products.

Özet
Amaç: Karbapenemazları kodlayan genlerin saptanmasın-
da moleküler testlerin hızlı, güvenilir ve çeşitli seçeneklerinin 
bulunmasına karşın, maliyet, iyi eğitimli teknisyen ihtiyacı ve 
cihaz gereksinimleri bu testlerin yaygın kullanımını kısıtlamak-
tadır. Bu sorunları aşabilmek için son yıllarda geliştirilmiş olan 
izotermal amplifikasyon yöntemlerinden biri olan rekombinaz 
polimeraz amplifikasyon (RPA) yöntemi hedefin denatürasyo-
nunu gerektirmez ve prob tabanlı saptama yöntemleriyle RPA 
ürünleri özel bir cihaz olmadan bile saptanabilir. Bu çalışma-
da RPA tabanlı izotermal amplifikasyon yöntemiyle yanal akım 
sistemi birleştirilerek blaOXA-48’i saptayacak hızlı ve sahada kolay 
uygulanabilir bir moleküler test formatının geliştirilmesi amaç-
lanmıştır. 
Yöntemler: Bu çalışmada hastanemiz hastane infeksiyon kont-
rol komitesine ait karbapeneme dirençli ve duyarlı koleksiyon 
kökenleri (24 OXA-48-pozitif köken, birer VIM-, IMP-, NDM, 
KPC-pozitif köken ve 10 karbapeneme duyarlı OXA-48-negatif 
köken) çalışmaya dahil edildi. Kökenlerin Mueller-Hinton aga-
rında 24 saatlik kültürleri hazırlandıktan sonra 1× polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) tamponunda yoğunlukları 0.5 McFarland 
standardında olacak şekilde süspansiyonları hazırlandı. Testin 
performansının ve alt saptama sınırının belirlenmesi için OXA-
48-pozitif kökenden de dilüsyonlar hazırlandı. Bu örneklerden 
kaynatma yöntemiyle nükleik asid izolasyonu yapıldı. Örnekler, 
tasarlanan blaOXA-48 RPA primerleri ve NFO probuyla, RPA yönte-
mi kullanılarak üretici (TwistAmp® nfo kit, TwistDx, Cambridge, 
Birleşik Krallık) talimatları doğrultusunda amplifiye edildi. RPA 
ürünlerinin saptanması için yanal akım yöntemi kullanıldı. 
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Giriş
Karbapenemazların neden olduğu direnç günümüzde 

özellikle Gram-negatif bakterilerde ciddi bir sorun oluştur-
maktadır. Günümüzde bu tarz dirence yol açan enzimleri 
saptamak için fenotipik testlerle birlikte moleküler testler de 
kullanılmaktadır. Ancak moleküler testlerin yüksek maliyetli 
olmaları ve iyi yetişmiş personel ve gelişmiş cihaz gerektir-
meleri, her merkezde yaygın olarak kullanımını kısıtlamakta-
dır (1,2).

 Bu amaçla, son yıllarda moleküler testler arasında izo-
termal amplifikasyon teknikleri, cihaz gereksinimlerini asga-
riye indirmeleri ve kolay uygulanabilmeleri nedeniyle öne 
çıkmaktadır. Rekombinaz enziminin polimeraz enzimi ve tek 
iplik bağlayan proteinlerle kombine biçimde kullanıldığı re-
kombinaz polimeraz amplifikasyon (RPA) yöntemi, herhangi 
bir denatürasyon işlemine gerek duymadan hedef bölgenin 
amplifikasyonunu gerçekleştirebilen izotermal bir yöntemdir. 
Yöntemde ısı ya da kimyasal denatürasyon işlemine gerek 
duyulmadığından ve kullanılan enzimler oda sıcaklığında da 
aktif olduğundan reaksiyonlar düşük sabit sıcaklıklarda (37-
42°C) gerçekleştirilebilmektedir. RPA, klasik moleküler testle-
re göre inhibisyona yol açan etkenlerden daha az etkilenmek-
tedir. Ayrıca RPA sırasında oluşan amplikonların saptanması 
için farklı enzim sistemleri kullanılarak tasarlanan özgül prob-
larda değişiklikler yapılabilmekte ve böylece farklı uç işaretle-
meleri ya da farklı floresans sinyallerinin oluşması mümkün 
olmaktadır. Yapılan farklı işaretlemelerle oluşturulan sinyaller 
de RPA ile çoklu saptama yapılabilmesini olanaklı kılmaktadır 
(3).

Bu sayede oluşan amplikonlar “real-time” PCR cihazları 
ya da florometrelerle saptanabilmekte, ayrıca uç işaretleme 
sayesinde oluşan ürünler de yanal akım yöntemiyle kolaylıkla 
belirlenebilmektedir (4-7). Antijen-antikor reaksiyonlarına da-
yalı yanal akım, 1980’lerde ilk tanımlanmasından itibaren ba-
sitliği ve hızlı tanı testlerine kolayca uygulanmasından dolayı, 
içine nükleik asid saptama testlerinin de dahil olduğu giderek 
genişleyen bir uygulama alanına sahiptir. Bu yöntemle ger-
çekleştirilen saptamalarda, oluşan bandın gözle gözlenme-
siyle herhangi bir cihaza gerek kalmadan basit bir şekilde var/
yok ayrımı yapılmaktadır. Testlerin genelde tümüne eklenen 
kontrol bandıyla eşzamanlı olarak kalite kontrolü de yapıla-
bilmektedir (6). Bu sayılan nedenlerden dolayı bu çalışmada, 
ülkemizde karbapenem direncinin önde gelen nedenlerinden 
biri olan blaOXA-48 genini taşıyan kökenleri hızlıca, özel bir ciha-
za gereksinim duymadan saptayabilecek bir test formatının 
geliştirilmesi amaçlanmıştır.

Yöntemler
Bakteri Kökenlerinin Hazırlanması ve Nükleik Asidin Elde 

Edilmesi: Bu çalışmada hastanemizin infeksiyon kontrol komi-
tesi arşivinde saklanmış ve taşıdıkları enzimlerin karakterizas-
yonları daha önce “real-time” PCR yöntemiyle yapılmış olan 
bakteri kökenleri kullanıldı. Çalışmaya 24 OXA-48-pozitif köken 
(19 Klebsiella pneumoniae, 3 Enterobacter spp. ve 2 Escherichia 
coli), birer VIM (K. pneumoniae), IMP (Pseudomonas aerugino-
sa), NDM (K. pneumoniae) ve KPC (E. coli) -pozitif kökenle bu en-
zimlerin hiçbirinin saptanmadığı karbapeneme duyarlı 10 köken 
(5 K. pneumoniae, 1 Enterobacter sp. ve 4 E. coli) dahil edildi. 
Kökenler sıvı besiyerinde canlandırıldıktan sonra Mueller-Hin-
ton agarında 24 saatlik kültürleri hazırlandı. Hazırlanan kültürler-
den alınan taze kolonilerden 1× PCR tamponu (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, ABD) içinde 0.5 McFarland standardı 
yoğunlukta (108 bakteri/ml) olacak şekilde süspansiyon hazırlan-
dı. Eşzamanlı olarak OXA-48-pozitif örneklerden biri 101-109 bak-
teri/ml içerecek şekilde seri olarak dilüe edildi. Hazırlanan süs-
pansiyonların 1 ml’si DNaz ve RNaz içermeyen 1.5 ml’lik steril 
Eppendorf tüpüne aktarıldı ve 14 000 rpm’de 5 dakika santrifüje 
edilerek bakterilerin çökmesi sağlandı. Karışımın üzerine 100 µl 
1× PCR tamponu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) 
eklendikten sonra iyice vortekslendi ve ardından tüpler kaynar 
suda (100°C’de) 10 dakika inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 
hücresel artıkların çökmesi için örnekler 14 000 rpm’de 1 dakika 
daha santrifüje edildi ve üstte kalan sıvıdan 10 µl alınarak RPA 
için hedef olarak kullanıldı (8,9).

blaOXA-48’in Rekombinaz Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla 
Çoğaltılması ve Yanal Akım Yöntemiyle Saptanması: blaOXA-48 
özgül RPA primerleri ve NFO probu, daha önce “real-time” 
PCR için kullandığımız blaOXA-48 primerleri, RPA primer ve prob 
tasarım kurallarına uygun biçimde değiştirilerek tasarlandı 
(4,10) (Tablo 1). RPA primerleri rekombinaz enziminin opti-
mum olarak çalışması için klasik PCR primerlerinden daha 
uzun (30 baz ve üzeri) tasarlanmaktadır. NFO prob hedefine 
bağlandığında, polimeraz enziminin probu uzatmaması için 
5’ ucunda bir bloklayıcı (C3-spacer), 3’ ucunda amplikonun 
saptanmasında kullanılan işaret (karboksiflorosein/FAM) ve 
RPA karışımı içinde bulunan nükleazın (NFO) tanıyıp çentik 
açacağı orta rezidü (tetrahidrofuran rezidüsü/THF) içerir. Prob 
hedefine bağlandığında nükleaz, THF rezidüsünü yıkar ve 
polimeraz probu primer gibi kullanarak sentez işlemini ger-
çekleştirir. Böylelikle probun dahil olduğu amplikon ürünleri 
probun işaretini taşıyacak biçimde işaretlenmiş olur (Şekil 1).

RPA reaksiyonları kit (TwistAmp® nfo kit, TwistDx, Camb-
ridge, Birleşik Krallık) üreticisinin talimatları doğrultusunda 
gerçekleştirildi. Bu amaçla liyofilize olarak gelen enzim ka-
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Results: OXA-48-positive strains were detected within about 45 min-
utes without any need for special instruments.  Lowest detection lim-
it of the test was 10 bacteria. Neither cross-reactions nor false posi-
tivity was observed with the strains having other resistance genes or 
carbapenem-susceptible strains.
Conclusions: Based on its simplicity and applicability without any 
need for special instruments, the newly-developed test can be an al-
ternative tool to the other molecular tests (like PCR or real-time PCR) 
for screening of these type of enzymes for both laboratory and on-
site settings. Klimik Dergisi 2018; 31(3): 185-9.

Key Words: blaOXA-48, isothermal amplification recombinase poly-
merase amplification technique, lateral flow method.

Bulgular: OXA-48 enzimini kodlayan bütün kökenler yaklaşık 45 da-
kikada hiçbir özel cihaza gerek duymadan saptandı. Saptama alt 
limiti 10 bakteri olarak belirlendi. Karbapenem direncine neden 
olan diğer enzimleri kodlayan kökenlerde ya da OXA-48 kodlama-
yan kökenlerde pozitif sinyal saptanmadı. 
Sonuçlar: Yeni geliştirilen bu test formatı, uygulanmasının basit 
olması ve özel bir  cihaz gerektirmemesi dolayısıyla, bu tür en-
zimlerin taranması için gerek laboratuvar gerek saha koşullarında, 
diğer moleküler testlere (PCR, “real-time” PCR gibi) bir alternatif 
yöntem oluşturabilir. Klimik Dergisi 2018; 31(3): 185-9.

Anahtar Sözcükler: blaOXA-48, izotermal amplifikasyon rekombinaz 
polimeraz amplifikasyon tekniği, yanal akım yöntemi.



rışımı 29.5 µl rehidratasyon tamponuyla sulandırıldı; karışı-
ma 2.1 µl (10 pM) işaretsiz blaOXA-48-F primeri, 2.1 µl (10 pM) 
digoksigeninle işaretlenmiş blaOXA-48-R primeri ve 0.6 µl (10 
pM) FAM’la işaretlenmiş NFO probu eklendi. Son hacim 3.2 
µl DNaz ve RNaz içermeyen saf suyla 37.5 µl’ye tamamlandı; 
karışımın üzerine nükleik asid ekstraksiyonundan 10 µl eklen-
dikten sonra her bir tüpe 2.5 µl magnezyum asetat eklenerek 
(son reaksiyon hacminin 50 µl olması sağlanmış oldu) kısa 
santrifügasyon, vorteksleme ve kısa santrifügasyon işlemiyle 
reaksiyon başlatıldı. Amplifikasyon, örnekler 38°C’de ilk 4 daki-
kalık inkübasyonu takiben kısa santrifügasyon, vorteksleme ve 
kısa santrifügasyon işleminden sonra tekrar 38°C’de 20 dakika 
inkübe edilerek gerçekleştirildi. RPA ürünlerinin saptanması 
için ticari olarak sağlanan yanal akım sistemi (HybriDetect® 2T, 
Milenia, Giessen, Almanya) kullanıldı. Amplifikasyon tüplerin-
den alınan örnek, 1/50 oranında fosfat tamponlu tuzlu suyla 
sulandırıldı. Elde edilen dilüentin 20 µl’si kitle sağlanan 80 µl 
analite özgü solüsyonla birleştirilerek oda sıcaklığında 5 da-
kika inkübe edildi. HybriDetect® 2T stripi, hazırlanan karışıma 
daldırıldı ve 5 dakika sonra sonuçlar okundu (4,11).

Bulgular
Çalışmada ilk önce karbapeneme dirençli OXA-48-pozitif 

iki köken (K. pneumoniae), blaVIM (K. pneumoniae), blaIMP (P. 

aeruginosa), blaNDM (K. pneumoniae) ve blaKPC (E. coli) gen-
lerini taşıyan kökenlerle karbapeneme duyarlı bir köken (K. 
pneumoniae) test edildi. Test sonucunda OXA-48-pozitif kö-
kenlerde pozitif band elde edilirken diğer kökenlerde band 
elde edilmedi (Resim 1).

OXA-48-pozitif kökenden hazırlanan ve 1-108 bakteri/ml 
içeren örnekler testin alt saptama duyarlılığını kontrol etmek 
için test edildiğinde 108-101 hedef içeren örnekler pozitif bu-
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Tablo 1. Çalışmada Kullanılan Özgül Primerler ve NFO Probu

Oligo İsmi	 Dizi	 5' Yakalayıcı Grup	 3' Bloklama Grubu

blaOXA-48-F	 ggtggcatcgattatcggaatgcctgcggtagc	 Yok	 Yok

blaOXA-48-R	 tagattatgatcgcgattccaagtggcgatatcg	 Digoksigenin	 Yok

blaOXA-48-Prb	 cagggcgtagttgtgctctggaatgagaataagc [THF] gcaaggatttac	 FAM	 C3-spacer

Resim 1. Sırasıyla, OXA-48-, IMP-, VIM-, KPC- ve NDM-pozitif köken-
lerle karbapeneme duyarlı kökenlere ait rekombinaz polimeraz amp-
lifikasyon sonuçları.

Resim 2. Sırasıyla 108-1 bakteri içeren örneklere ait test sonuçları.

Şekil 1. Rekombinaz polimeraz amplifikasyon sisteminde kullanılan primer ve probların şematik gösterimi.

C3-spacer

blaOXA-48-R

Digoksigenin

blaOXA-48-F
FAM



lunurken 1 bakteri içeren örnekte sinyal alınamadı. Testin, 10 
bakteriye kadar pozitifliği saptayabildiği belirlendi (Resim 2). 

Test edilen 24 OXA-48-pozitif kökenin hepsinde pozitif 
sinyal saptanırken, karbapeneme dirençli blaIMP, blaVIM, blaKPC 
ve blaNDM genlerini taşıyan kökenlerle karbapeneme duyarlı 
kökenlerin hiçbirinde sinyal saptanmadı. 

İrdeleme
Yoğun antibiyotik kullanımının söz konusu olduğu alan-

lar olan hastanelerde gelişen infeksiyonlarda antibiyotik 
direnci giderek baş edilmesi güçleşen bir sorun olarak kar-
şımızda çıkmaktadır. Antibiyotiklere dirençli kökenlerle olu-
şan infeksiyonlarda karbapenemler, geniş spektrumları ve 
β-laktamazların çoğuna dayanıklı olmaları nedeniyle en sık 
başvurulan antimikrobiyaller arasındadır. Bununla birlikte 
dünyada ve ülkemizde bu antibiyotik sınıfına karşı özellikle 
Enterobacteriaceae üyeleri arasında artan oranlarda direnç 
bildirilmektedir (1,2,12). OXA-48 enziminin 2004’te ilk defa 
Türkiye’den bildiriminden sonra, ülkemizden ve tüm dünya-
dan bu enzimi taşıyan kökenlerle oluşan salgınlar bildirilmiş 
ve bu enzim  karbapeneme dirençli mikroorganizmalarda git-
tikçe yaygınlaşmıştır (8-10,13-15). Bu enzimi taşıyan köken-
lerin kalıcı olduğunu bildiren 2008’deki ilk yayınlardan sonra 
(8,13), 2016 yılında Alp ve arkadaşları (15) karbapeneme di-
rençli K. pneumoniae suşlarının %91.5’inin OXA-48 ürettiği-
ni bildirmişlerdir. İlave olarak bu enzimi kodlayan plazmidin 
ülkemiz ve çevre coğrafyalarda yayılımını gösteren çalışma-
lar (16) ve ülkemizden OXA-48 ile birlikte eşlik eden diğer 
bir karbapenamazı (NDM) taşıyan kökenlerin de bildirilme-
si (17,18), karbapenem direncinin yayılımında OXA-48'in 
önemli etken olduğunu ve sıkı bir şekilde izlenerek kontrol 
altına alınması gerektiğini göstermektedir. Bu direncin sap-
tanmasında fenotipik testlerin kullanımı söz konusu olsa da 
bu testlerle ilgili olarak süre ve duyarlılık gibi problemler 
bulunmaktadır. McMullen ve arkadaşları (19) yaptıkları bir 
çalışmada karbapenem inaktivasyon yöntemini, 2 ayrı kro-
mojenik agarı ve moleküler yöntemi  karşılaştırmışlar; kro-
mojenik agarların analitik duyarlılıklarının düşük olduğunu 
ve karbapenemazların belirlenmesinde test stratejisi olarak 
duyarlılık ve özgüllük açısından en güvenilir yolun karbape-
nem inaktivasyon yöntemiyle tarama sonrası moleküler test 
uygulaması olduğunu bildirmişlerdir. Bununla birlikte PCR 
ve “real-time” PCR gibi klasik moleküler tanı yöntemleri, ma-
liyetleri, karmaşık cihaz altyapısı ve yetişmiş personel gerek-
tirdiklerinden dolayı kısıtlılıklar içermektedir. Çözüm olarak, 
yeni nesil izotermal amplifikasyon yöntemlerinin, kolay ve 
genelde cihazdan bağımsız kullanımlarından dolayı, özellik-
le sahada kullanılabilecek minyatürize edilmiş sistemler için 
iyi bir alternatif oluşturduğu bildirilmektedir (20,21). RPA 
yöntemi, özellikle ısı ya da kimyasal yollarla yapılan dena-
türasyon işlemine gerek duymadığından ve inhibitör mad-
delerden daha az etkilendiğinden, son yıllarda öne çıkan bir 
izotermal amplifikasyon yöntemidir (4). Bu yöntemin, HIV-1 
proviral DNA’yı (22), Rift Vadisi ateşi virusu gibi virusları (23), 
Mycobacterium tuberculosis’i (24), Chlamydia trachomatis’i 
(25), Francisella tularensis’i (26), Plasmodium falciparum’u 
(27), biyolojik tehdit oluşturan etkenleri (28) ve bakterilerdeki 
blaCTX-M, blaNDM, SCCmec gibi direnç genlerini (29,30) on kop-

yanın altına düşen bir duyarlılıkla saptamaya olanak verdi-
ğini ortaya koyan çeşitli çalışmalar mevcuttur. Allen ve arka-
daşları (31), blaOXA-48’i RPA yöntemiyle “real-time” floresans 
oluşumuna dayanan sistemle farklı bakterilerde saptamaya 
çalışmışlar ve testin PCR ile karşılaştırıldığında duyarlılığını 
%99.4, özgüllüğünü %100, pozitif prediktif değerini %100 ve 
negatif prediktif değerini %99.8 olarak bildirmişlerdir. Yönte-
min avantajlarından biri de sabit ve vücut sıcaklığı gibi düşük 
sıcaklıklarda bile reaksiyonu sürdürebilmesidir. Bu bakımdan 
reaksiyonların hiçbir alet kullanılmadan sadece koltukaltı sı-
caklığıyla gerçekleştiği testler tasarlanmıştır (32). Nitekim 
amplifikasyon, bizim çalışmamızda da sabit ve vücut sıcaklı-
ğına yakın (38°C) bir sıcaklıkta gerçekleştirilmiştir. Yöntemin, 
farklı enzim sistemlerinin ilave edilmesine, böylelikle farklı 
prob sistemleri kullanılarak farklı sinyaller oluşturmaya açık 
olması, oluşan amplikonların, görsel olarak, basit floromet-
reler gibi cihazlarla, antijen-antikora dayalı sistemler gibi pek 
çok farklı yoldan saptanabilmesine olanak vermektedir (4-6). 
Bu farklı saptama sistemleri ve geniş sinyal oluşturma ka-
pasitesi sayesinde RPA çoklu hedeflerin saptanması için de 
kullanılabilmektedir (3).

Bu çalışmada kullanım kolaylığı olan ve saptama için 
objektif veri sağlayabilen yanal akım yöntemi kullanılmıştır. 
Sonuç olarak elde edilen RPA ürünlerinin saptanması yakla-
şık 10 dakika gibi bir sürede, oda sıcaklığında ve cihaz gerek-
sinimi olmadan yapılabilmiştir. Bu sayede geliştirilen testin 
sahada kullanım kolaylığı sağlanmıştır. Özellikle son yıllarda 
geri ödeme politikalarında meydana gelen değişikliklerle bir-
likte hastane kaynaklı infeksiyonlar sağlık bakımı kuruluşları 
üzerinde ciddi finansal baskıya yol açmaktadır. Direncin doğ-
ru ve hızlı saptanabilmesi ve izlenmesiyle alınacak önlemler 
bu tip infeksiyonları azaltmada ve yayılımlarını kontrol altına 
almada yardımcı olacaktır (33).

Çalışmada geliştirilen test her ne kadar kültür örnekleriy-
le sınanmış olsa da, 10 bakteri gibi çok düşük bakteri sayı-
larını saptayabilmesi, testin kolay uygulanabilir olması, özel 
donanım gerektirmemesi gibi nedenlerle hasta başında uy-
gulanabilecek sistemlerin geliştirilmesi için kullanım potansi-
yeli olduğunu göstermektedir (21,34). Bu tarz test formatları 
kullanılarak kolonize/infekte hastaların saptanması ve izolas-
yonları hızla yapılabileceği gibi, ampirik antibiyotik tedavile-
rinin seçiminde yol gösterici olabilecek bilgiler de kısa süre 
içerisinde elde edilebilecektir. 
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