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 Karbapenemleri yikan enzimler (karbapenemazlar) farkli gruplarda yer
almakta, plazmidler ve/ya da transpozonlar lizerinde tasinarak hastane ici ve
hastaneler arasinda hizla yayilabilmektedirler.

* Enzimlerin belirlenmesi direncin yayiliminin anlasilmasi, dnlenmesi ve tedavi

- Endemic
H Interregional spread

kararlari agisindan 6nem tasimaktadir.

' Regional spread
Independent hespital cutbreaks

e Ulkemizde bu enzimlerden ?

|: Single hospital outbreaks
KPC, VIM, IMP, NDM saptanmakla

Sporadic ocourrence
Mot reported / no data
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Giris Amac

Bu calismada OXA-48’in Rekombinaz Polimeraz
Amplifikasyon (RPA) yontemi ile hizli, duyarh ve
o6zgun sekilde, 6zel cihaz gereksinimi olmadan
izotermal amplifikasyon ve lateral flow saptama
metodlarini kullanarak saptanmasini saglayacak
bir test formatinin gelistirilmesini amacladik.
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Calisma Icin Tasarlanan RPA Primerleri ve Prob

sequence 5 03) el o

OXA-48_RPA_F_Primer ggtggcatcgattatcggaatgectgeggtage

OXA-48 RPA_R_Primer tagattatgatcgcgattccaagtggcgatatcg Digoxigenin Yok
cagggcgtagttgtgctctggaatgagaataagc[THF]gcaaggatttac

OXA-48 RPA_Probe ‘ A = FITC C3-spacer

[THF] (tetra hydrofuran)
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Lateral Flow ile Saptama

Anti-Tavsan Ab  AnticFITC Kaplh Nanogold

Anti-Digogsigenin Ab




Lateral Flow ile Saptama
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Test Formatinin Uygulanmasi

Bakteri Kokenlerinin Hazirlanmasi ve Niikleik Asit
Eldesi

Kaynar Suda 10
Dakika inkiibasyon




RPA Karisimi ve Amplifikasyon

Rehidratasyon buffer 29,5 ul

Forward primer 2,1 ul
(10 pM)
Reverse primer 2,1 ul
(10 pM)
Prob (10 pM) 0,6 ul

DNase, RNase free 3,2 ul
molekdiler biyoloji
grade su

38°C’de 4 Dakika ==

%@M
Vo VXA
v VA,

Hedef 10 pul

+

Magnezyum Asetat 2,5 ul

Karistir == 38°C’de 20 Dakika



Bulgular

RPA Uriinii PBS’te 1/50
Sulandirildi;

20 pl dile Grtn 80 pl analit-6zgln
soltisyon (nanogold) ile
karistirildi;

5 Dakika oda i1sisinda
inkUbasyondan sonra strip
(Milenia® HybriDetect strip) tupe
batirildi

5 dakika sonra sonu¢ okundu
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Bulgular
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Tartisma

« Ozellikle son yillarda geri 6deme politikalarinda meydana
gelen degisiklikler ile birlikte nazokomiyal infeksiyonlar
saglk bakim kuruluslari Gzerinde ciddi finansal baskiya yol
acmaktadirlar. Bu baskinin Turkiye’de yillik 2 milyar liray
astigi tahmin edilmektedir.

* Direncin dogru ve hizli saptanabilmesi ile alinacak énlemler
— Bu kokenlerin neden oldugu infeksiyonlari azaltmada
— Ampirik antibiyotik tedavilerinin seciminde
— Direng gelisiminin engellenmesinde

— Hasta bakim maliyetlerinin dustrilmesinde olumlu katkilarda
bulunur



Tartisma

Molekiiler
Avantajlari
Yuksek 6zglinlik Yuksek duyarhlik
Antibiyotik duyarlliklari test edilebilir Yuksek 6zglnluk
Fenotipik 6zellikler belirlenebilir. Hizli sonug¢ alma
Ucuz Cansiz bakterileri saptama
Ozel calisma plani gerektirmez. Bakteriyel izolatlarin ylksek derecede ayirimini saglar
.. - Bakteri olmaksizin direng paternlerinin belirlenmesine
Minimum donanimla yapilabilir. .
olanak verir
Koloni morfolojisi gozlemlenebilir Biyoguivenlik sorunlari daha az
Dezavantajlari
Dusuk duyarlilik Yalanci pozitiflik
Cansiz bakterileri saptayamaz Yalanci negatiflik
Fenotipik uyumsuzluklar Ozel donanim gerektiriyor
Sonug alma stresi uzun Egitimli personel gereksinimi
Biyoguivenlik sorunlari Standardize ticari kitlerin her zaman bulunmamasi
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TABLE 2 Overview of clinical studies evaluating chromogenic media for detection of ESBL producers and CRE"

Proportion of samples

harboring ESBL

producers/carbapenem

Chromogenic resistant strains in total Incubation Sensitivity Specificity PPV NPV
medium/use Sample(s) (n) tested samples (%) time (h) Comparator(s) (%) (%) (%) (%) Reference
CRE detection
CHROMagar KPC/
Colorex KPC
Rectal swab (139) 33/139 (24) 24 MAC + IPM 84.9 88.7 70 95 1
(1 pg/ml),
MAC + IPM,
MEM and
ERT disks
(10 ng)
Rectal swab (126) 46/126 (36.5) 24and 48 MACH+IPM (1 97.8 100 100 98.8 17
pg/ml)
Stool (200) 37/200 (18.5) 20 ID Carba 97 96 719 258 19
Rectal swab (122) 41/122 (33.6) 24 MAC + IPM, 100 08.4 ND ND 24
MEM and
ERT disks
(10 pg)
[D Carba Stool (200) 37/200 (18.5) 20 Colorex KPC 100 93 78.8 529 19

Gazin M ve ark. JCM, doi:10.1128/JCM.06852-11, 2012
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 Gunumuzde cesitli kisithliklar barindiran fenotipik
testlerin  vyerini giderek hizh  ve sahada
uygulanabilen molekiler test  formatlar
almaktadir. Bu baglamda c¢ok farkh test
formatlari/cihazlar gelistiriimektedir.

* Bu calismada RPA'ya dayali cogaltma ve lateral
flow ile saptama sayesinde komplike laboratuvar
ekipmanlarina gerek duymadan OXA-48’'i 6zgln
ve hizli bir sekilde saptayabilen bir sistem
gelistirdik.



Tesekkdirler...






