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Ozet

Amac: Karbapenemazlari kodlayan genlerin saptanmasin-
da molekduler testlerin hizli, givenilir ve cesitli seceneklerinin
bulunmasina karsin, maliyet, iyi egitimli teknisyen ihtiyaci ve
cihaz gereksinimleri bu testlerin yaygin kullanimini kisitlamak-
tadir. Bu sorunlari asabilmek igin son yillarda gelistiriimis olan
izotermal amplifikasyon yontemlerinden biri olan rekombinaz
polimeraz amplifikasyon (RPA) yontemi hedefin denatlirasyo-
nunu gerektirmez ve prob tabanli saptama yontemleriyle RPA
Urtinleri 6zel bir cihaz olmadan bile saptanabilir. Bu calisma-
da RPA tabanli izotermal amplifikasyon yontemiyle yanal akim
sistemi birlestirilerek bla,, ,,'i saptayacak hizli ve sahada kolay
uygulanabilir bir molekiiler test formatinin gelistirilmesi amag-
lanmistir.

Yontemler: Bu calismada hastanemiz hastane infeksiyon kont-
rol komitesine ait karbapeneme direncli ve duyarli koleksiyon
kokenleri (24 OXA-48-pozitif kdken, birer VIM-, IMP-, NDM,
KPC-pozitif koken ve 10 karbapeneme duyarli OXA-48-negatif
koken) calismaya dahil edildi. Kokenlerin Mueller-Hinton aga-
rinda 24 saatlik kiltiirleri hazirlandiktan sonra 1x polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) tamponunda yogunluklari 0.5 McFarland
standardinda olacak sekilde suspansiyonlari hazirlandi. Testin
performansinin ve alt saptama sinirinin belirlenmesi icin OXA-
48-pozitif kokenden de dillisyonlar hazirlandi. Bu érneklerden
kaynatma yontemiyle niikleik asid izolasyonu yapildi. Ornekler,
tasarlanan bla,, ,, RPA primerleri ve NFO probuyla, RPA y6nte-
mi kullanilarak uretici (TwistAmp® nfo kit, TwistDx, Cambridge,
Birlesik Krallik) talimatlar dogrultusunda amplifiye edildi. RPA
Urlnlerinin saptanmasi i¢in yanal akim yontemi kullanildi.

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 blag, .

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 1xpolymerase 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. bla,,, ,-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.
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Bulgular: OXA-48 enzimini kodlayan bitiin kbkenler yaklagik 45 da-
kikada higbir 6zel cihaza gerek duymadan saptandi. Saptama alt
limiti 10 bakteri olarak belirlendi. Karbapenem direncine neden
olan diger enzimleri kodlayan kdkenlerde ya da OXA-48 kodlama-
yan kokenlerde pozitif sinyal saptanmadi.

Sonuglar: Yeni gelistirilen bu test formati, uygulanmasinin basit
olmasi ve Ozel bir cihaz gerektirmemesi dolayisiyla, bu tiir en-
zimlerin taranmasi i¢in gerek laboratuvar gerek saha kosullarinda,
diger molekiiler testlere (PCR, “real-time” PCR gibi) bir alternatif
yOntem olusturabilir. Klimik Dergisi 2018; 31(3): 185-9.

Anahtar Sézcikler: bla,, ,., izotermal amplifikasyon rekombinaz
polimeraz amplifikasyon tei(nigi, yanal akim yontemi.

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: bla,,, .. isothermal amplification recombinase poly-
merase amplification technique, lateral flow method.

Giris

Karbapenemazlarin neden oldugu direng glnimizde
ozellikle Gram-negatif bakterilerde ciddi bir sorun olustur-
maktadir. Glinimuzde bu tarz dirence yol acan enzimleri
saptamak icin fenotipik testlerle birlikte molekiler testler de
kullanilmaktadir. Ancak molekiler testlerin ylksek maliyetli
olmalari ve iyi yetismis personel ve gelismis cihaz gerektir-
meleri, her merkezde yaygin olarak kullanimini kisitlamakta-
dir (1,2).

Bu amagla, son yillarda molekuler testler arasinda izo-
termal amplifikasyon teknikleri, cihaz gereksinimlerini asga-
riye indirmeleri ve kolay uygulanabilmeleri nedeniyle one
ctkmaktadir. Rekombinaz enziminin polimeraz enzimi ve tek
iplik baglayan proteinlerle kombine bigcimde kullanildigi re-
kombinaz polimeraz amplifikasyon (RPA) yontemi, herhangi
bir denattirasyon islemine gerek duymadan hedef bolgenin
amplifikasyonunu gerceklestirebilen izotermal bir yontemdir.
Yontemde 1s1 ya da kimyasal denatiirasyon islemine gerek
duyulmadigindan ve kullanilan enzimler oda sicakliginda da
aktif oldugundan reaksiyonlar diislk sabit sicakliklarda (37-
42°C) gerceklestirilebilmektedir. RPA, klasik molekiiler testle-
re gore inhibisyona yol acan etkenlerden daha az etkilenmek-
tedir. Ayrica RPA sirasinda olusan amplikonlarin saptanmasi
icin farkli enzim sistemleri kullanilarak tasarlanan 6zgil prob-
larda degisiklikler yapilabilmekte ve boylece farkli uc isaretle-
meleri ya da farkli floresans sinyallerinin olugsmasi mimkin
olmaktadir. Yapilan farkli isaretlemelerle olusturulan sinyaller
de RPA ile ¢oklu saptama yapilabilmesini olanakli kilmaktadir
(3).

Bu sayede olusan amplikonlar “real-time” PCR cihazlari
ya da florometrelerle saptanabilmekte, ayrica ug isaretleme
sayesinde olusan urunler de yanal akim yontemiyle kolaylikla
belirlenebilmektedir (4-7). Antijen-antikor reaksiyonlarina da-
yali yanal akim, 1980’lerde ilk tanimlanmasindan itibaren ba-
sitligi ve hizli tani testlerine kolayca uygulanmasindan dolayi,
icine niikleik asid saptama testlerinin de dahil oldugu giderek
genisleyen bir uygulama alanina sahiptir. Bu yontemle ger-
ceklestirilen saptamalarda, olusan bandin gozle gézlenme-
siyle herhangi bir cihaza gerek kalmadan basit bir sekilde var/
yok ayrimi yapilmaktadir. Testlerin genelde tiimiine eklenen
kontrol bandiyla eszamanli olarak kalite kontrolii de yapila-
bilmektedir (6). Bu sayilan nedenlerden dolayi bu calismada,
ulkemizde karbapenem direncinin dnde gelen nedenlerinden
biri olan bla,,, ,,genini tagiyan kokenleri hizlica, 6zel bir ciha-
za gereksinim duymadan saptayabilecek bir test formatinin
gelistiriimesi amaclanmistir.

Yontemler

Bakteri Kokenlerinin Hazirlanmasi ve Niikleik Asidin Elde
Edilmesi: Bu galismada hastanemizin infeksiyon kontrol komi-
tesi arsivinde saklanmis ve tasidiklar enzimlerin karakterizas-
yonlari daha 6nce “real-time” PCR yontemiyle yapilmis olan
bakteri kdkenleri kullanildi. Calismaya 24 OXA-48-pozitif koken
(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 kokenle bu en-
zimlerin higbirinin saptanmadigi karbapeneme duyarli 10 koken
(5 K. pneumoniae, 1 Enterobacter sp. ve 4 E. coli) dahil edildi.
Kokenler sivi besiyerinde canlandirildiktan sonra Mueller-Hin-
ton agarinda 24 saatlik kulttrleri hazirlandi. Hazirlanan kiltiirler-
den alinan taze kolonilerden 1x PCR tamponu (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) icinde 0.5 McFarland standardi
yogunlukta (108 bakteri/ml) olacak sekilde stispansiyon hazirlan-
di. Eszamanli olarak OXA-48-pozitif drneklerden biri 10'-10° bak-
teri/ml icerecek sekilde seri olarak dilte edildi. Hazirlanan sis-
pansiyonlarin 1 ml’si DNaz ve RNaz icermeyen 1.5 ml’lik steril
Eppendorf tiiptine aktarildi ve 14 000 rpm’de 5 dakika santrifiije
edilerek bakterilerin ¢cokmesi saglandi. Karigsimin Gizerine 100 pl
1x PCR tamponu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
eklendikten sonra iyice vortekslendi ve ardindan tlipler kaynar
suda (100°C’de) 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
hiicresel artiklarin gokmesi igin 6rnekler 14 000 rpom’de 1 dakika
daha santrifiije edildi ve Ustte kalan sividan 10 pl alinarak RPA
icin hedef olarak kullanildi (8,9).

bla,,, ,.'in Rekombinaz Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla
Cogaltilmasi ve Yanal Akim Yéntemiyle Saptanmasi: bla,, .
ozgul RPA primerleri ve NFO probu, daha 6nce “real-time”
PCR icin kullandigimiz bla,,, ,, primerleri, RPA primer ve prob
tasarim kurallarina uygun bicimde degistirilerek tasarlandi
(4,10) (Tablo 1). RPA primerleri rekombinaz enziminin opti-
mum olarak ¢alismasi icin klasik PCR primerlerinden daha
uzun (30 baz ve lizeri) tasarlanmaktadir. NFO prob hedefine
baglandiginda, polimeraz enziminin probu uzatmamasi icin
5" ucunda bir bloklayici (C3-spacer), 3" ucunda amplikonun
saptanmasinda kullanilan isaret (karboksiflorosein/FAM) ve
RPA karigimi icinde bulunan nikleazin (NFO) taniyip g¢entik
acacagi orta rezidi (tetrahidrofuran rezidiisi/THF) igerir. Prob
hedefine baglandiginda nikleaz, THF rezidisinl yikar ve
polimeraz probu primer gibi kullanarak sentez islemini ger-
ceklestirir. Boylelikle probun dahil oldugu amplikon artnleri
probun isaretini tagiyacak bigcimde isaretlenmis olur (Sekil 1).

RPA reaksiyonlari kit (TwistAmp® nfo kit, TwistDx, Camb-
ridge, Birlesik Krallik) Ureticisinin talimatlan dogrultusunda
gerceklestirildi. Bu amacla liyofilize olarak gelen enzim ka-
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Tablo 1. Calismada Kullanilan Ozgiil Primerler ve NFO Probu

Oligo ismi Dizi 5' Yakalayici Grup 3' Bloklama Grubu
blag,, ,F ggtggcatcgattatcggaatgcctgcggtage Yok Yok
bla,,, R tagattatgatcgcgattccaagtggcgatatcg Digoksigenin Yok
blag,, ,Prb cagggcgtagttgtgctctggaatgagaataage [THF] gcaaggatttac FAM C3-spacer
C3-spacer
bIaOXA-As-F

H Digoksigenin

bla R

OXA-48"

Resim 1. Sirasiyla, OXA-48-, IMP-, VIM-, KPC- ve NDM-pozitif koken-
lerle karbapeneme duyarli kokenlere ait rekombinaz polimeraz amp-
lifikasyon sonugclari.

risimi 29.5 pl rehidratasyon tamponuyla sulandirildi; karisi-
ma 2.1 pl (10 pM) isaretsiz bla,y, ,-F primeri, 2.1 pl (10 pM)
digoksigeninle isaretlenmis blag,, ,-R primeri ve 0.6 pl (10
pM) FAM’la isaretlenmis NFO probu eklendi. Son hacim 3.2
pul DNaz ve RNaz icermeyen saf suyla 37.5 pl'ye tamamlandi;
karisimin Gzerine nikleik asid ekstraksiyonundan 10 pl eklen-
dikten sonra her bir tlipe 2.5 pyl magnezyum asetat eklenerek
(son reaksiyon hacminin 50 pl olmasi saglanmis oldu) kisa
santrifligasyon, vorteksleme ve kisa santrifligasyon islemiyle
reaksiyon baslatildi. Amplifikasyon, 6rnekler 38°C’de ilk 4 daki-
kalik inkibasyonu takiben kisa santrifligasyon, vorteksleme ve
kisa santrifligasyon isleminden sonra tekrar 38°C’de 20 dakika
inkiibe edilerek gerceklestirildi. RPA Grunlerinin saptanmasi
icin ticari olarak saglanan yanal akim sistemi (HybriDetect® 2T,
Milenia, Giessen, Almanya) kullanildi. Amplifikasyon tiiplerin-
den alinan 6rnek, 1/50 oraninda fosfat tamponlu tuzlu suyla
sulandirildi. Elde edilen diliientin 20 pl’si kitle saglanan 80 pl
analite 6zgl soliisyonla birlestirilerek oda sicakliinda 5 da-
kika inklibe edildi. HybriDetect® 2T stripi, hazirlanan karigsima
daldirildi ve 5 dakika sonra sonuglar okundu (4,11).

Bulgular
Calismada ilk 6nce karbapeneme direncgli OXA-48-pozitif

iki koken (K. pneumoniae), bla,,, (K. pneumoniae), bla,,, (R

ViM IMP

Sekil 1. Rekombinaz polimeraz amplifikasyon sisteminde kullanilan primer ve problarin sematik gosterimi.

Resim 2. Sirasiyla 10%-1 bakteri iceren 6rneklere ait test sonuglari.

aeruginosa), bla,, (K. pneumoniae) ve bla,. (E. coli) gen-
lerini tasiyan kokenlerle karbapeneme duyarh bir kdken (K.
pneumoniae) test edildi. Test sonucunda OXA-48-pozitif ko-
kenlerde pozitif band elde edilirken diger kokenlerde band
elde edilmedi (Resim 1).

OXA-48-pozitif kokenden hazirlanan ve 1-108 bakteri/ml
iceren ornekler testin alt saptama duyarliligini kontrol etmek
icin test edildiginde 108-10" hedef iceren ornekler pozitif bu-
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lunurken 1 bakteri iceren 6rnekte sinyal alinamadi. Testin, 10
bakteriye kadar pozitifligi saptayabildigi belirlendi (Resim 2).

Test edilen 24 OXA-48-pozitif kdkenin hepsinde pozitif
sinyal saptanirken, karbapeneme direncli bla,,, bla,,, bla.
ve bla,,, genlerini taglyan kokenlerle karbapeneme duyarli
kokenlerin hicbirinde sinyal saptanmadi.

irdeleme

Yogdun antibiyotik kullaniminin s6z konusu oldugu alan-
lar olan hastanelerde gelisen infeksiyonlarda antibiyotik
direnci giderek bas edilmesi gliclesen bir sorun olarak kar-
simizda ¢ikmaktadir. Antibiyotiklere direncli kokenlerle olu-
san infeksiyonlarda karbapenemler, genis spektrumlari ve
B-laktamazlarin coguna dayanikli olmalari nedeniyle en sik
basvurulan antimikrobiyaller arasindadir. Bununla birlikte
dinyada ve llkemizde bu antibiyotik sinifina karsi 6zellikle
Enterobacteriaceae lyeleri arasinda artan oranlarda direng
bildirilmektedir (1,2,12). OXA-48 enziminin 2004'te ilk defa
Tirkiye'den bildiriminden sonra, Glkemizden ve tim dlinya-
dan bu enzimi tasiyan kokenlerle olusan salginlar bildiriimis
ve bu enzim karbapeneme direncgli mikroorganizmalarda git-
tikge yayginlasmistir (8-10,13-15). Bu enzimi tasiyan koken-
lerin kalici oldugunu bildiren 2008’deki ilk yayinlardan sonra
(8,13), 2016 yilinda Alp ve arkadaslar (15) karbapeneme di-
rencli K. pneumoniae suslarinin %91.5'inin OXA-48 Urettigi-
ni bildirmislerdir. ilave olarak bu enzimi kodlayan plazmidin
ulkemiz ve ¢evre cografyalarda yayilimini gosteren calisma-
lar (16) ve ulkemizden OXA-48ile birlikte eslik eden diger
bir karbapenamazi (NDM) tasiyan kdkenlerin de bildirilme-
si (17,18), karbapenem direncinin yayilliminda OXA-48'in
onemli etken oldugunu ve siki bir sekilde izlenerek kontrol
altina alinmasi gerektigini gostermektedir. Bu direncin sap-
tanmasinda fenotipik testlerin kullanimi s6z konusu olsa da
bu testlerle ilgili olarak stire ve duyarhlik gibi problemler
bulunmaktadir. McMullen ve arkadaslarn (19) yaptiklari bir
calismada karbapenem inaktivasyon yontemini, 2 ayri kro-
mojenik agar ve molekuler yontemi karsilastirmislar; kro-
mojenik agarlarin analitik duyarliliklarinin diisiik oldugunu
ve karbapenemazlarin belirlenmesinde test stratejisi olarak
duyarlilik ve 6zgullik agisindan en guvenilir yolun karbape-
nem inaktivasyon yontemiyle tarama sonrasi molekiler test
uygulamasi oldugunu bildirmiglerdir. Bununla birlikte PCR
ve “real-time” PCR gibi klasik molekiler tani yontemleri, ma-
liyetleri, karmasik cihaz altyapisi ve yetismis personel gerek-
tirdiklerinden dolayi kisithliklar icermektedir. C6zim olarak,
yeni nesil izotermal amplifikasyon yontemlerinin, kolay ve
genelde cihazdan bagimsiz kullanimlarindan dolayi, 6zellik-
le sahada kullanilabilecek minyatiirize edilmis sistemler igin
iyi bir alternatif olusturdugu bildirilmektedir (20,21). RPA
yontemi, Ozellikle 1s1 ya da kimyasal yollarla yapilan dena-
tlirasyon islemine gerek duymadigindan ve inhibitor mad-
delerden daha az etkilendiginden, son yillarda 6ne ¢ikan bir
izotermal amplifikasyon yontemidir (4). Bu yontemin, HIV-1
proviral DNA'y1 (22), Rift Vadisi atesi virusu gibi viruslari (23),
Mycobacterium tuberculosis’i (24), Chlamydia trachomatis’i
(25), Francisella tularensis'i (26), Plasmodium falciparum’u
(27), biyolojik tehdit olusturan etkenleri (28) ve bakterilerdeki
bla bla SCC___ gibi direng genlerini (29,30) on kop-

CTX-M’ NDM’ mec

yanin altina diisen bir duyarlilikla saptamaya olanak verdi-
gini ortaya koyan cesitli calismalar mevcuttur. Allen ve arka-
daglan (31), bla,,, ,,'i RPA yontemiyle “real-time” floresans
olusumuna dayanan sistemle farkli bakterilerde saptamaya
calismiglar ve testin PCR ile karsilastirildiginda duyarlihdini
%99.4, 6zgulliguni %100, pozitif prediktif degerini %100 ve
negatif prediktif degerini %99.8 olarak bildirmislerdir. Yonte-
min avantajlarindan biri de sabit ve viicut sicakhgi gibi diisiik
sicakliklarda bile reaksiyonu surduirebilmesidir. Bu bakimdan
reaksiyonlarin higbir alet kullanilmadan sadece koltukalti si-
cakhgiyla gerceklestigi testler tasarlanmistir (32). Nitekim
amplifikasyon, bizim calismamizda da sabit ve vicut sicakli-
gina yakin (38°C) bir sicaklikta gergeklestirilmistir. Yontemin,
farkli enzim sistemlerinin ilave edilmesine, boylelikle farkli
prob sistemleri kullanilarak farkl sinyaller olusturmaya acik
olmasi, olusan amplikonlarin, gorsel olarak, basit floromet-
reler gibi cihazlarla, antijen-antikora dayali sistemler gibi pek
cok farkl yoldan saptanabilmesine olanak vermektedir (4-6).
Bu farkli saptama sistemleri ve genis sinyal olusturma ka-
pasitesi sayesinde RPA c¢oklu hedeflerin saptanmasi igin de
kullanilabilmektedir (3).

Bu calismada kullanim kolayhidi olan ve saptama igin
objektif veri saglayabilen yanal akim yontemi kullaniimigtir.
Sonug olarak elde edilen RPA (rinlerinin saptanmasi yakla-
stk 10 dakika gibi bir siirede, oda sicakhdinda ve cihaz gerek-
sinimi olmadan yapilabilmistir. Bu sayede gelistirilen testin
sahada kullanim kolayligi saglanmustir. Ozellikle son yillarda
geri 6deme politikalarinda meydana gelen degisikliklerle bir-
likte hastane kaynakl infeksiyonlar saglik bakimi kuruluslar
Uzerinde ciddi finansal baskiya yol agmaktadir. Direncin dog-
ru ve hizli saptanabilmesi ve izlenmesiyle alinacak énlemler
bu tip infeksiyonlari azaltmada ve yayilimlarini kontrol altina
almada yardimci olacaktir (33).

Calismada gelistirilen test her ne kadar kilttr 6érnekleriy-
le sinanmis olsa da, 10 bakteri gibi cok dislik bakteri sayi-
larini saptayabilmesi, testin kolay uygulanabilir olmasi, 6zel
donanim gerektirmemesi gibi nedenlerle hasta basinda uy-
gulanabilecek sistemlerin gelistiriimesi i¢in kullanim potansi-
yeli oldugunu goéstermektedir (21,34). Bu tarz test formatlari
kullanilarak kolonize/infekte hastalarin saptanmasi ve izolas-
yonlari hizla yapilabilecegi gibi, ampirik antibiyotik tedavile-
rinin seciminde yol gosterici olabilecek bilgiler de kisa siire
icerisinde elde edilebilecektir.
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