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Aragstirma

Klinik Orneklerden Tiiberkiiloz Tamst ve Hizl Rifampisin
Direnci Saptanmasinda GeneXpert MTB/RIF Testinin
Performansinin Degerlendirilmesi

Cengiz CAVUSOGLU, Mehmet SOYLU

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalt

OZET

Amag: GeneXpert MTB/RIF testi (Cepheid, Sunnyvale, Kaliforniya,
ABD) tek bir islem dongiisiinde drnegin islenmesi ve semi-nested
gercek zamanli PCR iglemini kullamicimin miidahalesine gerek
kalmadan kapali sistem icinde gerceklestirebilmektedir. Bu ¢alis-
mada, yayma-negatif, yayma-pozitif solunum ve solunum dig
orneklerden tiiberkiiloz tanist ve hizli rifampisin (RIF) direncini
saptamada GeneXpert MTB/RIF testinin performansinn belirlen-
mesi amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yintem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na
rutin inceleme igin yollanan 633 solunum ve 608 solunum dust
ornek ¢calismaya alindi. Ornekler Lowenstein-Jensen katt besiyeri-
ne ve MGIT 960 st besiyerine (Becton Dickinson Microbiology
System, Sparks, NV, ABD) inokiile edildi. Tamimlama GenoType
MTBDR plus (Hain Lifescience GmbH) ile yapildi. “Mycobacterium
tuberculosis complex” olarak tamumlanan suslarin ila¢ duyarhiik
testleri MGIT960 yontemi ile ¢alisildi. GeneXpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, Kaliforniya, ABD) testi iiretici dnerisine
gore calisildr.

Bulgular: GeneXpert MTB/RIF testinin RIF direnci ve tiiberkii-
loz tamist icin performanst 633 solunum ve 608 solunum dist
ornekte degerlendirildi. Degerlendirilen 633 solunum orneginin
48’inde Mycobacterium tuberculosis iiremesi saptandi. Tiim
solunum drnekleri degerlendirildiginde testin duyarliligt % 93.8
ozgiilliigii % 98.8 olarak bulundu. Duyarlilik yayma pozitif 30
ornekte %100 iken, yayma negatif 18 ornekte % 83.3 olarak
saptandi. Degerlendirilen 608 solunum dist ornegin 32 ’sinde M.
tuberculosis tiremesi saptand. Tiim solunum disi ornekler deger-
lendirildiginde testin duyarliligi ve dzgiilliigii sirastyla % 71.9 ve
% 99.3 olarak bulundu. Duyarlilik yayma pozitif 12 ornekte
%100 iken, yayma negatif 20 ornekte % 55 olarak bulundu.
Solunum disi orneklerde MTB/RIF testi RIF direngli dort ve RIF
duyarlt 76 ornegi saptadi ve sonuglar ila¢ duyarllik testi (IDT)
ile dogrulandi.

Sonug¢: MTB/RIF testi dzellikle yayma pozitif klinik ornek-
lerden ve yayma negatif solunum érneklerinden RIF direngli
M. tuberculosis’in hizli tanisinda yararlidir. Buna karsin,
test sonuglart daima kiiltiir ve IDT sonuglariyla dogrulanma-
Lidir.

Anahtar kelimeler: GeneXpert MTB/RIF, hizli tant, Mycobacterium
tuberculosis, rifampisin direnci

SUMMARY

Evaluation of GeneXpert MTB/RIF Assay for the Diagnosis of
Tuberculosis and Rapid Detection of Rifampicin Resistance in
Clinical Specimens

Objective: The Gene Xpert MTB/RIF assay (Cepheid, Sunnyvale,
California, USA) is a novel integrated diagnostic device that per-
forms sample processing and semi-nested real-time PCR analysis
in a single hands-free step for the diagnosis of tuberculosis and
rapid detection of rifampicin (RIF) resistance in clinical speci-
mens. The aim of this study was to determine the sensitivity and
specificity of the GeneXpert MTB/RIF assay for the diagnosis of
tuberculosis and rapid detection of RIF resistance in smear-
positive and smear-negative respiratory and non-respiratory clini-
cal specimens.

Materials and Methods: In this study, 633 respiratory and 608
non-respiratory specimens analyzed in the Mycobacteriology
laboratory of Medical Microbiology Department, Ege University
Medical Faculty, Izmir, Turkey, were evaluated. All samples were
inoculated onto Lowenstein-Jensen medium and MGIT 960 (Becton
Dickinson Microbiology System, Sparks, NV, USA). GenoType
MTBDR plus (Hain Lifescience GmbH) was used for identification
of isolates. Antimicrobial susceptibilities of “Mycobacterium
tuberculosis complex” were tested using MGIT960. Manufacturer
recommendations were used for GeneXpert MTB/RIF (Cepheid,
Sunnyvale, CA) test.

Results: The GeneXpert MTB/RIF was evaluated for the diagnosis
of tuberculosis and rapid detection of RIF resistance in 633 respi-
ratory specimens and 608 non-respiratory specimens. Of the 633
respiratory specimens examined, 48 were culture positive for
M. tuberculosis. When all the respiratory samples were evaluated
the sensitivity and specificity of the test were 93.8 and 98.8, respec-
tively. For 30 specimens with smear-positive results and 18 speci-
mens with smear-negative results, the sensitivity of the test was
100 and 83.3%, respectively. Of the 608 non-respiratory speci-
mens examined, 32 were culture positive for M. tuberculosis. The
sensitivity and specificity of the test were 71.9 and 99.3, respecti-
vely. For 12 specimens with smear-positive results and 20 speci-
mens with smear-negative results, the sensitivities were 100 and
55%, respectively. The GeneXpert MTB/RIF assay detected four
RIF-resistant specimens and 76 RIF-susceptible specimens, and
the results were confirmed by drug susceptibility tests (DST).

Conclusion: The GeneXpert MTB/RIF test could be a useful tool
for the rapid identification of RIF-resistant M. tuberculosis, espe-
cially in smear-positive clinical samples and smear-negative respi-
ratory samples. However the test results must always be confirmed
by culture and DST.
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GIRIS

Mycobacterium tuberculosis 6liime neden olan
en Onemli enfeksiydz ajanlardan birisidir.
Tiirkiye’de 2010 yilinda tiiberkiiloz (TB) olgu
hiz1 22.5/100.000, ¢oklu ilaca direngli tiiberkii-
loz (CID-TB) olgularmin orani ise yeni olgular-
da %?2.5, daha once tedavi almig olgularda
%22.8 ve tim TB olgularinda ise %5 olarak
bildirilmistir®. Bulasmay1 ve CID-TB gelisimi-
ni 6nlemek, dogru tedavi rejimini belirlemek
icin hastalarda M. tuberculosis’in ve rifampisin
(RIF) direncinin hizla saptanmasi cok nemlidir.
TB tanisinda altin standart kiiltiir olmasina kar-
sin, kiltiir ge¢ (2-8 hafta) sonuclanmaktadir.
Yayma mikroskopisi hizl1 ve ucuz olmasina kar-
sin, duyarlilig1 ve pozitif prediktif degeri diisiik-
tir. Bu nedenle niikleik asit amplifikasyonu
temeline dayanan hizli tan1 testleri; erken tedavi
sansi sundugu ve daha etkin toplum saghigi
onlemleri alinmasini sagladigi i¢in 6nemlidir®.

RiF-direngli M. tuberculosis suslarmin %95’inde
rpoB geninin 81-bp’lik bolgesinde mutasyon
bulunmaktadir®®. GeneXpert MTB/RIF (Cep-
heid, Sunnyvale, Kaliforniya, ABD) testi klinik
orneklerden tiiberkiiloz tanist ve RIF direncinin
birlikte saptanmasi icin kullanilan ornek islen-
mesi, semi-nested PCR ve saptama iglemlerinin
kapali sistem icinde bir arada yapildig1 entegre
bir gercek zamanli PCR sistemidir. Test iki saat
icerisinde sonu¢lanmaktadir®”. Bu c¢aligmada,
kiiltiir ve fenotipik duyarlilik testi sonuglari ile
kargilagtirildiginda yayma pozitif ve yayma
negatif solunum ve solunum digt klinik 6rnek-
lerde MTB/RIF testinin tiiberkiiloz tanis1 ve RIF
direnci saptanmasinda duyarlilik ve 6zgilligii-
niin belirlenmesi amag¢lanmustir.

GEREC ve YONTEM
Klinik oOrnekler: Calismada Mayis 2012 ve
Aralik 2013 tarihleri arasinda Ege Universitesi
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Dali, Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na rutin
inceleme i¢in yollanan solunum ve solunum dis1
ornekler incelendi. Toplam 633 solunum &rnegi
ve 608 solunum dig1 6rnek caligmaya alindi.

Kiiltiir, Mycobacterium tuberculosis kompleks
(MTBK) suslarinin tanimlanmast, ilag duyarlilik
testleri (IDT) ve MTB/RIF testi: Steril olmayan
klinik ornekler N-asetil-L-sistein-NaOH yonte-
mi ile dekontamine edildi®. Dekontaminasyon
basamagindan sonra, yayma preparatlar
auramine-rhodamine ile boyandi. Dekontamine
edilen Ornekler Lowenstein-Jensen (LJ) Kkati
besiyerine ve MGIT 960 siv1 besiyerine (Becton
Dickinson Microbiology System, Sparks, NV,
ABD) inokiile edildi. Kiiltiirlerden izole edilen
suslar GenoType MTBDR plus (Hain Lifescience
GmbH) ile tamimlandi. MTBK olarak tanimla-
nan suglarm ilag duyarhilik testleri (IDT)
MGIT960 yontemi ile yapildi®. MTB/RIF testi
tireticinin tanimladig1 sekilde ¢alisildi®.

BULGULAR

MTB/RIF testinin RIF direnci ve tiiberkiiloz
tanist i¢in performans: 633 solunum ve 608
solunum dig1 ornekte degerlendirildi. Degerlen-
dirilen 633 solunum o6rneginin 48’inde
M. tuberculosis iiremesi saptandi. Ureme sapta-
nan 48 solunum orneginin 32 (%62.5)’si yayma
pozitifti. Tiim solunum Ornekleri degerlendiril-
diginde duyarlilik %93.8, 6zgiilliik %98.8, pozi-
tif prediktif deger (PPD) %86.5 ve negatif pre-
diktif deger (NPD) %99.5 olarak bulundu.
Duyarlilik yayma-pozitif 30 drnekte %100 iken,
yayma-negatif 18 ornekte % 83.3 olarak saptan-
di. Solunum 6rneklerinde GeneXpert’in duyarli-
Iik, ozgiillik ve pozitif ve negatif prediktif
degerleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Degerlendirilen 608 solunum dis1 Ornegin
32’sinde M. tuberculosis iiremesi saptandi. Ure-
me saptanan 32 solunum dig1 Ornegin 12
(%37.5)’si yayma pozitifti. Tiim solunum dis1
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Tablo 1. Solunum orneklerinde GeneXpert MTB/IF testinin
kiiltiire gore duyarhlik, 6zgiilliik ve pozitif ve negatif prediktif
degerleri (n=633).

Yontemler Duyarhhk Ozgiillik NPD PPD

(%) (%) (%) (%)
Yayma 62.5 99.6 978 938
GeneXpert (Tiim 6rnekler) ~ 93.8 98.8 995 86.5
Yayma-pozitif 6rnekler 100.0 - 100.0
Yayma-negatif 6rnekler 833 98.8 995 682

NPD: Negatif prediktif deger PPD: Pozitif prediktif deger

ornekler degerlendirildiginde duyarlilik, 6zgiil-
liikk, PPD ve NPD sirasiyla %71.9, %99.3, %85.2
ve %98.5 olarak bulundu. Duyarlilik yayma-
pozitif 12 drnekte %100 iken, yayma-negatif 20
ornekte %55 olarak bulundu. Solunum disi
orneklerde GeneXpert MTB/RIF testinin duyar-
lilik, 6zgiillik ve pozitif ve negatif prediktif
degerleri Tablo 2’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 2. Solunum dis1 6rneklerde GeneXpert MTB/IF testinin

kiiltiire gore duyarhlik, 6zgiilliikk ve pozitif ve negatif prediktif
degerleri (n=608).

Yontemler Duyarhhk Ozgiillik NPD PPD
(%) (%) (%) (%)
Yayma 375 100 96.6 100
GeneXpert (Tiim ornekler) 719 99.3 985 852
Yayma-pozitif 6rnekler 100.0 - 100.0
Yayma-negatif ornekler 55 99.3 985 733

Bu calismada, MTB/RIF testi ile MTBK sapta-
nan 80 klinik &rnegin 76 (%95)’s1 RIF duyarli,
dort (%5) ornek ise RIF direncli olarak belirlen-
di. MTB/RIF testi ile elde edilen sonuglar IDT
ile dogrulandi ve MTB/RIF testiyle RIF direnci
saptanan dort 6rnek IDT ile RIF direngli, MTB/
RIF testi ile RIF duyarli olarak saptanan 76
ornek IDT ile RIF duyarli olarak bulundu. Calis-
mada MTB/RIF testi ile IDT arasinda %100
uyum saptandi.

TARTISMA

Bu caligmada rutin inceleme i¢in yollanan solu-
num ve solunum dig1 6rneklerde MTB/RIF testi-
nin performansi arastirildi. Yapilan ¢aligmalarda
MTB/RIF testinin duyarliligi yayma-pozitif,
kiiltiir-pozitif solunum 6rneklerinde ise %98-100,

ozgilligi ise %99-100 olarak bildirilmigtir®71019,
Calismamizda, daha 6nceki yapilan ¢aligmalarla
uyumlu olarak yayma ve kiiltiir-pozitif solunum
orneklerinde duyarlilik %100, o6zgiillik ise
%98.8 olarak saptanmigtir. Cesitli caligmalarda
yayma-negatif, kiiltiir-pozitif solunum &rnekle-
rinde %47 .8 ile %76.9 arasinda degisen duyarli-
liklar bildirilmigtir”-1%1419_ Sunulan ¢alismada,
yayma-negatif, kiiltiir-pozitif solunum 6rnekle-
rinde saptanan %83.3 duyarlilifin daha ©Once
yapilan calismalarda bulunan degerlerden yiik-
sek oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni calis-
mamizda testin gelistirilmis yeni versiyonunun
kullanilmasi olabilir.

Yapilan caligmalarda testin duyarlilifi yayma-
pozitif solunum dis1 drneklerde %100, yayma-
negatif solunum dig1 Orneklerde ise %28.2-67
olarak bulunmugtur”!1%419 Sunulan ¢aligmada
testin duyarlilifi yayma-pozitif solunum disi
orneklerde %100 olarak bulunurken, yayma
negatif solunum dis1 Orneklerde %55 olarak
bulunmustur. Bu calismada ve yapilan diger
calismalarda yayma-negatif kiiltiir-pozitif 6rnek-
lerde MTB/RIF testinin duyarlili§inin solunum
orneklerinde, solunum dis1 6rneklerden daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun solunum
dist orneklerde basil sayisinin ¢ok az olmasina
ve/veya bu orneklerde testteki internal kontrolii
etkilemeden Ornek icindeki basilin genomunun
amplifiye olmasini engelleyen inhibitor madde-
lerin varligina bagh olabilecegi ileri siirtilmek-
tedir”.

MTB/RIF testinin duyarlili§1 otomatize sivi kiil-
tiirden daha diisiik olmasina karsin, rutin uygu-
lamada yaklagik 3-24 saat icinde sonug¢ alinmasi
nedeniyle, ortalama 19 giinde sonucglanan kiil-
tirden daha hizli sonuglanmaktadir”. Ayrica
yayma ile karsilastirildiginda MTB/RIF testi en
az yayma kadar hizli olmasinin yani sira duyar-
lilig1 yaymadan daha yiiksektir.

Yapilan calismalarda MTB/RIF testinin RIF
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direncini saptamada duyarhilifi %94.4-100,
ozgiilligii ise %98.3-100 olarak bulunmus-
tur1219 Sunulan ¢alismada, MTB/RIF testi ile
RIF direngli dort ve RIF duyarli 76 drnek sap-
tanmis ve sonuglar IDT ile dogrulanmustir.
Yapilan caligmalarda, MTB/RIF testinin 6zgiil-
liigii yiiksek olmasina karsin, yanhs RiF direnci
sonuglar1 goriilebildigi bildirilmektedir. RIF
direncinin diisiik oldugu kosullarda testin PPD’si
yeterli degildir"®. Bu nedenle RIF direncinin
diisiik oranlarda goriildiigii bolgelerde direng
sonuclari bildirilirken dikkatli olunmalidir.

Sonug olarak, MTB/RIF testi rutin uygulamada
minimal egitimli personel tarafindan kullanila-
bilir. Test kisa siirede sonuglanir ve ii¢ saatten
daha kisa bir siire icinde M. tuberculosis ve RIF
direncini birlikte saptayabilir. MTB/RIF testi
ozellikle yayma pozitif klinik Orneklerden ve
yayma negatif solunum orneklerinden RIF
direncli M. tuberculosis’in saptanmasinda yarar-
Iidir. Buna karsin, test sonuglar1 daima kiiltiir ve
IDT sonuglartyla dogrulanmalidir.
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