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OZET

Tilberkiiloz tim diinyay: tehdit eden temel bir saglik problemidir. Mycobacterium tuberculosis komp-
leksin hizli tanisinda niikleik asit amplifikasyon testleri Diinya Saglk Orgiitii (DSO) tarafindan da éneri-
len popliler testler halini almistir. Son zamanlarda kullanima sunulan Xpert MTB/RIF (Cepheid, ABD) sis-
temi de, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) mekanizmasina dayanan ticari bir molekiiler
yoéntemdir. Bu bitiinlesik sistemde; 6rneklerin islenmesi, niikleik asit izolasyonu, amplifikasyon ve rifam-
pisin direnci ile iliskili bilinen mutasyonlarin saptanmasi islemleri tek bir kartus icerisinde gerceklesmekte
ve iki saat gibi kisa bir sire icinde sonug alinabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, 6n islem uygulanmamis
klinik 6rneklerde M.tuberculosis varliginin saptanmasinda Xpert MTB/RIF sisteminin performansinin, Bac-
tec 460TB 12B (BD Diagnostic, ABD), Léwenstein-Jensen (L)) kiiltiirii ve Ziehl-Neelsen (ZN) ile direkt mik-
roskopik inceleme yontemleriyle karsilastirmali olarak degerlendirilmesidir. Calismaya, tiiberkiiloz stiphe-
li hastalara ait 50 balgam, 25 bronkoalveoler lavaj, bes torasentez sivisi ve bes idrar olmak lzere toplam
85 ornek dahil edilmistir. Tim 6rnekler dekontamine edilmis ve calismalar Xpert MTB/RIF harig, dekon-
tamine ornek stispansiyonundan gerceklestirilmistir. Calismamizda incelenen 85 6rnegin 25 (%29)’inde
Bactec 460TB, 25 (%29)’inde Xpert MTB/RIF, 15 (%18)’inde LJ ve 11 (%13)’inde ZN boyama yontemi
ile pozitif sonug¢ elde edilmistir. Bactec 460TB sonuclari referans olarak alindiginda, Bactec 460TB ile
Xpert MTB/RIF arasinda anlamli olarak yiiksek diizeyde korelasyon saptanmistir (r= 0.943, p= 0.000). Re-
ferans teste gore Xpert MTB/RIF sistemi ile bir 6rnekte yanhs pozitiflik belirlenmis ve Xpert MTB/RIF tes-
tinin duyarllk, 6zgullik, pozitif ve negatif 6ngorii degerleri sirasiyla %96, %98, %96 ve %98 olarak he-
saplanmistir. Calisma kapsaminda izole edilen suslar icin direng saptanmamistir. Bu calisma ile Xpert
MTB/RIF sisteminin mikroskopi negatif ve pozitif 6rnekler icin referans testle benzer duyarlliga sahip ol-
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Klinik Orneklerde Mycobacterium tuberculosis Varliginin
Gosterilmesinde Xpert MTB/RIF Sonuglarinin Degerlendirilmesi

dugunu destekleyen veriler elde edilmistir. Ayrica, Xpert MTB/RIF sonuglarinin iki saatten kisa zamanda
alinmasinin 6nemli bir avantaj oldugu dusinilmastr.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis; Xpert MTB/RIF; Bactec 460TB; Lowenstein Jensen.

ABSTRACT

Tuberculosis is still a major global health problem. Nowadays nucleic acid amplification tests which
are recommended by the World Health Organization (WHO) become popular methods for the rapid de-
tection of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). Recently introduced commercial Xpert MTB/RIF
(Cepheid, USA) system is also a molecular method based on real-time polymerase chain reaction for si-
multaneous detection of both MTC and rifampicin resistance in the clinical sample. The sample proces-
sing, nucleic acid extraction, amplification and detection of known mutations related to rifampicin resis-
tance are performed in a single cartridge in this integrated system and the results are obtained in two ho-
urs. The aim of this study was to evaluate the performance of Xpert MTB/RIF system for the detection of
M.tuberculosis in pre-processed clinical samples by comparing the results obtained by Bactec 460TB 12B
(BD Diagnostic, USA), Lowenstein-Jensen (LJ) culture and direct microscopy of smears stained with Ziehl-
Neelsen (ZN). A total of 85 clinical specimens (50 sputum, 25 bronchoalveolar lavage, five thorasynthe-
sis fluid and five urine samples) obtained from tuberculosis-suspected patients were included to the study.
All specimens were decontaminated and this decontaminated suspension was used in the diagnostic met-
hods, except for Xpert MTB/RIF process. Twenty-five (29%) of the samples yielded positive result with
Bactec 460TB, 25 (29%) were found positive with Xpert MTB/RIF, 15 (18%) were found positive with L]
and 11 (13%) were found positive with ZN staining method. High consistency was detected between the
results of Bactec 460TB and Xpert MTB/RIF when Bactec 460TB was considered as the gold standard met-
hod (r= 0.943; p= 0.000). One specimen yielded false positive result with Xpert MTB/RIF when compa-
red to the reference method. The sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of Xpert
MTB/RIF test were then estimated as 96%, 98%, 96% and 98%, respectively. No resistance were detec-
ted for the tested isolates. This study suggested that the sensitivity of Xpert MTB/RIF system in direct de-
tection of M.tuberculosis in smear positive and smear negative samples was consistent with the reference
methods. Moreover, the MTB/RIF test provided sensitive detection of tuberculosis in less than two hours.
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GiRis

Tlberkiloz, yilda yaklasik sekiz milyon yeni olgunun ortaya ¢cikmasi nedeniyle, halen
temel bir saglik problemi olmaya devam etmektedir'. Hastaligin yayiliminin azaltilmasin-
da, hizli ve dogru laboratuvar tanisi 6nemli bir yere sahiptir?. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO), klinik drneklerden Mycobacterium tuberculosis’in izolasyonu, tanimlanmasi ve
ilaclara karsi duyarliliklarinin belirlenerek sonuglarin en ge¢ ug¢ hafta icinde alinmasini
onermektedir. Mevcut klasik yontemlerle testleri bu strede sonuclandirmak olanakl go-
rilmemektedir®. Bu nedenle yeni molekiiler biyolojik yéntemlerin kullaniimasi, proble-
min ¢éziimiine katki saglayabilir*>. Nikleik asit amplifikasyon testleri (NAT)'nin tama-
minda ornek hazirlama, nikleik asit saflagtirmasi, amplifikasyon ve sonu¢ degerlendirme
islemleri ayri ayri yapiimaktadir®. Konvansiyonel NAT zaman kaybina, is yiikiiniin artma-
sina ve bazen de gereksiz harcamalara neden olmaktadir.

Guniimuzde, tuberkiloz basillerinin tanisi ve ilag direncinin belirlenmesinde kullani-
lan molekiler testler icin 6nemli gelismeler s6z konusudur. Ozellikle yar kantitatif nested
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gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayanan “Xpert MTB/RIF”
(Cepheid, ABD) yonteminin, M.tuberculosis kompleks ve rifampisin direncini dogrudan
hasta orneginden bir tek calisma ile iki saatten kisa siirede saptayabildigi ifade edilmek-
tedir’. Bu calismada, tiiberkiiloz siipheli hastalardan alinan érneklerde M.tuberculosis
varhiginin saptanmasinda Xpert MTB, direkt mikroskopik inceleme, Bactec 460TB ve Lo-
wenstein-Jensen kiltir yontemleri ile yapilan calismalar sonucu elde edilen verilerin kar-
silastinimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, laboratuvarimiza gonderilen tuberkiloz siipheli hastalara ait 50 balgam, 25
bronkoalveoler lavaj, bes torasentez sivisi ve bes idrar olmak lzere toplam 85 6rnek dahil
edildi. Molekiiler calismalar icin 6rneklere homojenizasyon ve dekontaminasyon islemi uy-
gulanmadi. Ornek ve aktarma sollisyonu (Pour Sample Reagent) 1/1 oraninda 1.5 ml’lik
steril santriflij tlplerine alindiktan sonra 15 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi. Kit iceri-
ginde gelen steril pastor pipeti ile, karisimdan gerekli miktar alinip aerosol olusumuna en-
gel olmak amaciyla yavasca test kartusuna aktarihp kapagi kapatildi. Birka¢ dakikada ger-
ceklestirilen 6n islemler sonrasi hazirlanan kartus GeneXpert (Cepheid GeneXpert® System,
ABD) cihazina yerlestirilip sistem calistinldi®. Sonuclar iki saat icinde alindi (Sekil 1).

Bactec 460TB (BD Diagnostic, ABD) ve konvansiyonel yontemler icin 6rneklere homoje-
nizasyon ve dekontaminasyon islemleri uygulandi. Ornekler, Ziehl-Neelsen (ZN) yéntemi ile
boyanarak ayni giin mikroskobik olarak incelendi ve ayrica Lowenstein-Jensen (L)) besiyeri-
ne ekimleri yapildi. L] icin Greme kontroll, gozle degerlendirme ve kiiltirden ZN yontemi
ile boyanarak yapildi. Bactec 460TB 12B (Middlebrook 7H12 Medium) siselerine ekimi taki-
ben yapilan okumalarda, uygun biyiime indeksi (growth index) artisini gosteren ornekler,
Uretici firma Onerileri dogrultusunda tanimlama ve ilag direnci calismalarina alindi.

Degiskenler arasindaki iliskinin saptanmasi amaciyla Pearson korelasyon analizleri
SPSS 17.0 programi kullanilarak gerceklestirildi.
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Sekil 1. Xpert MTB/RIF sistemi ile yapilan ¢calisma ile elde edilen pozitif sonug (M.tuberculosis rpoB geni lize-
rinde bulunan 81 baz ciftlik kor bélgesini hedef alan molekiiler problar resimde A, B, C, D ve E; internal kont-
rol ise Bg olarak gosterilmektedir).
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Tablo I. Xpert MTB/RIF, L] ve Mikroskopi Sonuclarinin Bactec 460TB Sonuglari ile Karsilastirmasi (n= 85)

Xpert MTB/RIF L) Mikroskopi
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Bactec 460TB Pozitif 24 1 15 10 7 18
Negatif 1 59 0 60 4 56
Toplam 25 60 15 70 11 74
Korelasyon katsayisi (r) 0.943 0.717 0.290
p degeri 0.000 0.000 0.007

BULGULAR

Calismada incelenen 85 ornegdin 25 (%29)'inde Bactec 460TB, 25 (%29)'inde Xpert
MTB/RIF, 15 (%18)'inde L) ve 11 (%13)’inde ZN boyama yontemi ile pozitif sonug elde
edilmistir. Bactec 460TB sonuclan referans olarak alindiginda, Bactec 460TB ile Xpert
MTB/RIF arasinda anlamli olarak yiiksek diizeyde korelasyon (r= 0.943) saptanmustir.
Bactec 460TB ile L) sonuglari arasinda da anlamli bir korelasyon (r= 0.717) belirlenmis-
tir (Tablo 1).

Bactec 460TB sonuclari referans olarak kabul edilerek, mevcut sinirli verilerle yapilan
istatistiksel analizlerde Xpert MTB/RIF testinin 6zgillugu 0.98, duyarliigi 0.96, pozitif
ongoru degeri 0.96 ve negatif 6ngori degeri 0.98 olarak hesaplanmistir.

Calisma kapsaminda izole edilen suslar icin direng saptanmamistir.
TARTISMA

Ticari bir sistem olan Xpert MTB/RIF, M.tuberculosis’in rpoB geni tizerinde bulunan 81
baz ciftlik kor (core) bolgesini hedef alan molekdler problar (beacons) icermektedir. Bu
problar sayesinde rifampisin (RIF)’e direncli suslarin %95’inde g6zlenen mutasyonlar da
saptanabilmektedir. Prob tasarimi RIF direnci ile iliskili mutasyonlarin aragstiriimasini
muimkin kilmaktadir. Xpert MTB/RIF, butinlesik bir yapiya sahip olup, 6rneklerin islen-
mesi birka¢ dakikada sonlandirilmakta ve sistem gercek zamanli PCR temeli ile calismak-
tadir. Nukleik asit izolasyonu, amplifikasyon ve mutasyon saptama islemleri tek bir kar-
tus icerisinde gerceklesmektedir. Uretici firma tarafindan Xpert MTB/RIF sistemi ile bak-
teri varliginin saptanmasinda alt sinir, 137 koloni olusturan birim (kob)/ml olarak bildi-
rilmektedir. Ayrica, sistem RIF direncinden yaygin olarak sorumlu olan 23 farkli mutasyo-
nun test edilmesine olanak saglamaktadir. Helb ve arkadaslari’® tarafindan yapilan bir ca-
lismada, mikroskopi ve kiiltiir pozitif orneklerde Xpert MTB/RIF yonteminin duyarlihg
%100 (29/29); mikroskopi negatif, L] pozitif 6rnekler icin ise %84.6 (33/39) olarak bil-
dirilmistir. Bu testin, mikroskopi negatif, L] ve sivi besiyeri pozitif rnekler icin %71.7 ora-
ninda pozitiflik saptadigi ve kiltir negatif 6rneklerin hicbirinde M.tuberculosis icin pozi-
tif sonuc vermedigi gosterilmistir. Onceden tedavi gérmiis hastalara ait, mikroskopi ve
kiltur pozitif 6rneklerin %98.4 (63/64)'inden, bu yontemle iki saat gibi kisa bir stirede
pozitif sonuc alindigi da vurgulanmustir®.
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Kiltir ve Xpert MTB/RIF sonuclarinin karsilastinldigi bir baska calismada, duyarlilik
%90.3, 0zglillik %99.7, pozitif 5ngori degeri %96.5, negatif ngori degeri ise %99.3 ola-
rak bulunmus; Xpert MTB/RIF porzitifliklerinin %24'iiniin mikroskopi negatif 6rneklere ait ol-
dugu ifade edilmistir'®. Kiiltiir ve Ziehl-Neelsen (ZN) boyama ile pozitif direkt drneklerden
yapilan bir calismada da, 6zgulligin %99.2, duyarlihgin %98.6 oldugu, ZN boyama ile ne-
gatif, kiiltiir pozitif direkt érnekler icin ise duyarliigin %90.2 oldugu bildirilmistir'".

Calismamiz kapsaminda, Bactec 460TB sonuclarinin referans olarak alinmasiyla ger-
ceklestirilen istatistiksel analizlerde Bactec 460TB ve Xpert MTB/RIF arasinda yiiksek du-
zeyde korelasyon saptanmistir. Bactec 460TB ile negatif sonug veren bir 6rnekte Xpert
MTB/RIF sistemi ile pozitiflik saptanmasi dikkat cekici bulunmus; Bodmer ve arkadaslari-
nin'® yaptiklari calismada da, kiiltiir negatif bir érnek icin Xpert MTB/RIF ile pozitiflik sap-
tandigi belirlenmistir.

Xpert MTB/RIF yonteminin olumlu yonleri arasinda, hizli ve kolay uygulanabilir olmasi;
mikroskopi negatif, kiltur pozitif 6rneklerin cogunda pozitif sonug¢ vermesi; RIF direnci ile
iliskili oldugu bilinen mutasyonlar yiiksek duyarlilikta saptayabilmesi; gereken tiim reaktif-
lerin kapali bir kartusta bulunmasi ve internal kontrol ihtiva etmesi sayilabilir. Ancak yonte-
min heniiz deneme asamasinda olmasi, ulasilabilir kaynaklardaki verilerin oldukga sinirli ve
yontemin pahali olmasi olumsuz yonleri olarak vurgulanabilir. Bu itibarla Xpert MTB/RIF
sistemi ile calismalar planlanirken maliyet-etkinlik analizleri ayrintili olarak yapilmahdir.

KAYNAKLAR

1. American Thoracic Society. Diagnostic standards and classification of tuberculosis in adults and children.
Am ] Respir Crit Care Med 2000; 161(4): 1376-95.

2. Cesur S, Hoca NT, Tarhan G, et al. Evaluation of Quantiferon-TB Gold and tuberculin skin test in patients
with tuberculosis, close contact of patients, health care workers and tuberculosis laboratory personnel. Mik-
robiyol Bul 2010; 44(4): 553-60.

3. Kiyan M. Mycobacteriaceae, s: 419-57. Cengiz AT, Ustacelebi $ (ed), Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. 1999,
Gunes Kitabevi, Ankara.

4. Esen N, Ozkiitiik A, Coban H, Atlas E. Three step MIRU-VNTR for routine mycobacteriology laboratory prac-
tice. Mikrobiyol Bul 2010; 44(3): 375-83.

5. Seber E. Tiiberkiiloz laboratuvar tani yontemleri: Lowenstein Jensen besiyeri ile antitiiberkiiloz duyarlilik tes-
ti (Modifiye orantilama dillisyon testi), s: 467-76. 21. Yizyilda Tiiberkiiloz Sempozyumu ve 2. Tiberkiiloz
Laboratuvar Tani Yontemleri Kursu Kitabi. 2003, Klimik ve Toraks Dernegi, istanbul.

6. Kwara A, Schiro R, Cowan LS, et al. Evaluation of the epidemiologic utility of secondary typing methods for
differentiation of Mycobacterium tuberculosis isolates. ] Clin Microbiol 2003; 41(6): 2683-5.

7. Durmaz R. Mycobacterium tuberculosis suslarinda direncin belirlenmesinde molekiler yontemler: Son gelis-
meler. ANKEM 2010; 24 (Ek 2): 64-70.

8. http://www.cepheidinternational.com/tests-and-reagents/ce-ivd-test/xpert-mtbrif/

9. Helb D, Jones M, Story E, et al. Rapid detection of Mycobacterium tuberculosis and rifampin resistance by
use of on-demand, near-patient technology. ] Clin Microbiol 2010; 48(1): 229-37.

10. Bodmer T, Stréhle A. Diagnosing pulmonary tuberculosis in a low prevalence setting-the Xpert MTB/RIF
test. 20! European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), 10-13 April 2010,
Vienna, Austria. P2048.

11. Boehme CC, Nabeta P, Hillemann D, et al. Rapid molecular detection of tuberculosis and rifampin resistan-
ce. N Engl | Med 2010; 363(11): 1005-15.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 47




