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Amag: Bu ¢alismada, Haziran 2012-Kasim 2016 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda kullanilan GeneXpert MTB/RIF (GX) testinin Mycobacterium
tuberculosis kompleks (MTK) tanisi ve rifampisin (RIF) direncinin saptanmasindaki performansinin
mikroskopi ve kiiltiir yéntemleriyle karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Klinik istem dogrultusunda Kinyoun boyali mikroskopik inceleme ve kiiltiir yéntemleriyle
birlikte GX testi ¢alisilan 4.199 hasta 6rneginin (1361 akciger, 2.838 akciger disi 6rnek) sonuglari
retrospektif olarak ¢alismaya alinmistir.

Bulgular: MTK saptanmasinda kiiltiir referans yéntem alinarak; GX testinin duyarliligi ve 6zgiillii-
g sirasiyla, tiim 6rneklerde %74.5 ve %99.1; akciger érneklerinde %82.7 ve %98.7; akciger disi
orneklerde %67.2 ve %99.3 olarak hesaplanmistir. Mikroskopik incelemenin duyarlilik ve 6zgiillii-
g sirastyla, tiim drneklerde %16.4 ve %99.7; akciger érneklerinde %28.8 ve %99.2; akciger disi
orneklerde %5.2 ve %99.9 olarak hesaplanmistir. Tim drneklerde ve akciger ile akciger disi 6rnek-
lerde GX testiyle mikroskopik incelemenin duyarliliklari arasindaki fark istatistiksel olarak anlam-
I bulunmustur (p<0.001). MGIT SIRE ydntemiyle elde edilen RIF duyarlilik sonuglari referans
alindiginda, GX testinin RIF direncini saptamadaki duyarliigi %100, ézgiilligi %95.8 olarak
hesaplanmistir.

Sonug: Sonug olarak, GX testinin kolay uygulanabilirligi, iki saat icinde dogrudan klinik érnekten
MTK DNA’si ve RIF direncini birlikte saptayabilmesi, mikroskopik incelemeye gére duyarliliginin
daha yiiksek olmasi g6z éniinde bulunduruldugunda TB hizli tanisinda yararl bir yéntem oldugu
sonucuna varilmistir. Ancak, test sonuglarinin daima kiltiir yontemleriyle dogrulanmasi éneril-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, GeneXpert MTB/RIF, molekiiler tani,
tiiberkiiloz.

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to evaluate the performance of GeneXpert MTB/RIF (GX) assay
used for the identification of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) and detection of rifampicin
(RIF) resistance in the Central Laboratory of Dokuz Eylul University Hospital between June 2012, and
November 2016 by comparing microscopic, and culture methods.

Method: The results of 4.199 patient samples (1361 pulmonary and 2838 extrapulmonary) using
Kinyoun’s staining method for microscopic examinztion, culture methods and GX test as requested
by clinics were retrospectively included in t he study.

Results: By using culture as the reference method for the detection of MTC; sensitivity and
specificity of GX assay were determined as 74.5% and 99.1% for all specimens; 82.7% and 98.7%
for pulmonary specimens; 67.2% and 99.3% for extrapulmonary specimens, respectively. The
sensitivity and specificity of microscopic examination were found to be 16.4% and 99.7% for all
specimens; 28.8% and 99.2% for pulmonary specimens; and 5.2% and 99.9% for extrapulmonary
specimens, respectively. The difference between the sensitivities of the GX assay and the
microscopic examination was found statistically significant for all samples and for the pulmonary
and extrapulmonary samples (p<0.001). By using the drug susceptibility test results of the MGT
SIRE as a reference; the sensitivity and specificity of the GX test for detecting RIF resistance was
100% and 95.8%, respectively.

Conclusion: In conclusion, GX assay is useful for rapid diagnosis of TB considering that the test is
easily applicable and directly detects MTC DNA and resistance to RIF within 2 hours and is
superior in sensitivity than microscopic examination. However, test results should always be
confirmed by culture methods.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, GeneXpert MTB/RIF, molecular diagnosis,
tuberculosis
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GiRiS

Tuberkiiloz (TB), diinya ¢apinda o&limlerin ve tek
enfeksiydoz ajan kaynaklh hastaliklarin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. 2017 yilinda yaklagik 10 mil-
yon yeni TB olgusunun mevcut oldugu, TB nedeniyle
1.3 milyon 6lim oldugu tahmin edilmektedir.
Ulkemizde 2017 yili verilerine gére TB’nin insidans
hizi yiiz binde 17 ve mortalite hizi yiz binde 0.53
olarak verilmistir®.

HIV enfeksiyonu sikhginda artis ve aktif TB ile iligkili
olusu, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK)
suslarinda birinci secenek anti-TB ilaglara karsi geli-
sen direncin artmasi mevcut TB epidemisinin devam
etmesinin temel nedenleridir®. Cok ilaca direncli-TB
(CID-TB) suslari duyarli suslarla kiyaslandiginda daha
yiksek relaps ve mortalite oranlarina sahiptir. CiD-TB
ayni zamanda yaygin ila¢ direncli-TB’'nin (YiD-TB)
ortaya c¢ikmasi agisindan da risk faktoridar. Bu iki
durum diinya ¢apinda TB ve HIV kontrol programlari-
ni olumsuz etkilemektedir®?. Diinya Saghk Orgiti
(DSO) tarafindan, diger ilaglara diren¢ olsun veya
olmasin rifampisin (RIF) direngli-TB (RD-TB) tedavi-
sinde CID-TB olgularindaki gibi ikinci basamak ilagla-
rin kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir®.

Kiresel TB 2018 Raporu’nda; diinya capinda Once-
den tedavi edilmis olgularin yaklasik %18’inde ve
yeni TB olgularinin yaklasik %3.5’inde, Turkiye'de ise
onceden tedavi edilmis olgularin yaklasik %14’lGnde
ve yeni TB olgularinin %3.3’iinde CiD/RD-TB oldugu
bildirilmistir®,

TB tanisinda mikroskopik inceleme ile aside direngli
basil (ARB) aranmasi, hizli ve ucuz olmasina karsin,
distk duyarliiga sahiptir. Kiltir tanida altin stan-
darttir ve ilag duyarlilik testi (iDT) kiiltiir yontemleriy-
le yapilmaktadir. Ancak, kiiltiriin sonuglanmasi 2-8
hafta kadar zaman almakta ve ek biyogivenlik
6nlemleriyle egitimli personel gerektirmektedir®),
Ornek alimindan sonra ortalama 30 giin iginde iDT
sonuglarinin rapor edilmesi gerektigi bildiriimekte-
dir@3e),

MTK ilag direncinin ve CID/RD-TB suslarinin hizli tani-
si TB hastalarinin etkin tedavisini saglamakta ve ek
ilag direnci gelisimini sinirlamaktadir®. Ginimuzde,
tedaviye daha erken baslama olanagi, hastaligin
bulasinin azalmasi ve daha etkin halk saghg mida-
halelerine olanak saglamak amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) gibi
molekiler yontemler, klinik 6rnekten hizli taniyi des-
teklemek Gzere kullanilmaya baslanmistir®?).

Molekiler calismalarla RNA polimerazin beta-alt
Unitesini kodlayan rpoB geninin M. tuberculosis’de
RIFdirenciyleiliskilianahedefoldugutanimlanmistir®,
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD)
testiyle rpoB geninin MTK spesifik gen bolgesi ampli-
fiye edilerek, hemi-nested gercek zamanli-PCR yon-
temiyle, klinik 6rnekte hem MTK varligi hem de RIF
direnci gosterilmektedir. Bakteriyel lizis, nikleik asit
ekstraksiyonu, amplifikasyon ve amplikon belirlen-
mesi icin gerekli tim reaktifleri iceren tek kullanimlik
plastik bir kartus icinde MTB/RIF test platformunda
(GeneXpert, Cepheid) gerceklesen ve uygulamasi
kolay olan bu yontem yaklasik iki saat icinde sonug
vermektedir®.

Bu calismada, TB 6n tanisi ile Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikobakteriyoloji
Birimi’ne gonderilen klinik 6rneklerde; MTK tanisi ve
RIF direncinin belirlenmesinde GeneXpert MTB/RIF
(GX) testinin performansinin, boyali mikroskopik
inceleme ve altin standart yontem olan kultir yon-
temleriyle elde edilen sonuglarla karsilastirilarak
degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Haziran 2012 ile Kasim 2016 tarihleri arasinda, TB 6n
tanisi ile Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari Mikobakteriyoloji Birimi’ne génderilmis
olan mikroskopik inceleme ve kiltir yontemleri ile
birlikte GX testinin galisildigl 1.361’i akciger, 2.838’i
akciger disi toplam 4.199 6rnek ¢alismaya dahil edil-
di.
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Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari Mikobakteriyoloji Birimi'ne gelen
orneklerden, akciger ornekleri ve steril olmayan kli-
nik érneklerin homojenizasyon ve dekontaminasyo-
nu N-asetil-L-sistein ve %4’lik sodyum hidroksit
yontemine dayanan Mycoprosafe® (Salubris, Tirkiye)
ticari kiti kullanilarak yapildi. Steril oldugu kabul edi-
len 6rneklere dekontaminasyon islemi uygulanmadi.
Hazirlanan orneklerden, kati besiyeri olarak
Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri (Becton Dickinson,
ABD) ve sivi besiyeri olarak “Mycobacteria Growth
Indicator Tube” (MGIT) kullanilarak (Becton
Dickinson, ABD) Uretici talimatlarina gore ekim yapil-
di. Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar
Kinyoun yontemi ile boyanarak ARB varligi agisindan
1stk mikroskobunda degerlendirildi. LJ besiyerlerinin
Uremeleri sekiz hafta boyunca haftada bir kez kontrol
edilerek, sivi besiyerleri BACTEC MGIT 960 (Becton
Dickinson, ABD) sistemi ile 37°C’de alti hafta inkibe
edilerek surddrildd. Bu siire sonunda treme olma-
yan ornekler negatif olarak degerlendirildi. Ureme
olan besiyerlerinden hazirlanan yayma preparatlarin
mikroskopik incelemesinde ARB gorilmesi duru-
munda MTK ile tiberkiloz disi mikobakteri (TDM)
ayrimi amaclyla MTK’ye ait MPT64 antijenini sapta-
maya yonelik bir test olan “TBC Identification Test”
(Becton Dickinson, ABD) Uretici talimatlarina gore
uygulandi ve yorumlandi. MTK olarak tanimlanan
izolatlarin ilag duyarliligi BACTEC MGIT 960 SIRE yon-
temi (Becton Dickinson, ABD) ile Uretici firma 6neri-
leri dogrultusunda gergeklestirildi. GX testi ise Uretici
firma onerileri dogrultusunda calisildi.

MTK igin kiiltir pozitifligi referans alinarak, GX testi
ve mikroskopik incelemenin duyarlilik, 6zgullik, pozi-
tif dngoérii degeri (POD) ve negatif 6ngdri degeri
(NOD) hesaplandi. GX testi ve mikroskopik inceleme
sonuglari arasinda istatistiksel acidan anlamh farklilik
olup olmadigi McNemar testi kullanilarak arastirildi.
BACTEC MGIT 960 SIRE yoéntemi ile elde edilen iDT
sonuglari referans alindiginda, GX testinin RIF diren-
cini saptamadaki duyarhlik ve 6zgllliigu incelendi. Bu
inceleme yapilirken, GX testinde MTK DNA’sI saptan-
mayan o6rnekler, MTK DNA’si saptanip RIF direnci
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belirsiz olan érnekler ve MGIT SIRE ydntemi ile IDT
sonucu var olmayan orneklere (gecersiz sonug veya
kultirde tGreme olmamasi) ait sonuglar arastirma disi
tutuldu. p degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde deger-
lendirildi. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Ver.
15, ABD) yazihmi kullanilarak yapildi. Arastirmada
Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu onayi (08.05.2019 tarih,
2019/12-06 No.) alinmistir.

BULGULAR

Calismamizda merkez laboratuvarimiza gonderilen
klinik 6rneklere uygulanan Kinyoun boyali mikrosko-
pik inceleme, kiiltir ve GX testi sonuglari retrospektif
olarak karsilastirildi.

Calismaya dahil edilen 4.199 6rnekten 1361'i (%32.4)
akciger, 2.838’i (%67.6) akciger disi 6rneklerden olus-
maktaydi. Akciger 6rneklerinin; %36.6’s1 (498) bal-
gam, %30.3’l (412) brons lavaj (BL), %14.8’i (202)
bronkoalveolar lavaj (BAL), %12.1'i (165) aclk mide
sivisi (AMS) ve %6.2'si (84) trakeal sekret (TS) 6rne-
giydi. Akciger disi orneklerin; %47.9’u (1359) steril
vicut sivisi, %27.2'si (771) doku o6rnegi, %10.7’si
(305) abse ve aspirasyon materyali, %8.2’si (234)
idrar 6rnegi, %2’si (56) kemik iligi 6rnegi, %1.9'u (53)
kan ornegi ve %2.1'i (60) ise diger ornekler (diski,
sirintl ornekleri gibi) idi. Steril vicut sivilarinin,
%43.4°1 (590) plevra sivisi, %33.7’si (458) beyin omu-
rilik sivisi (BOS), %10’u (136) periton sivisi, %7.2’si
(98) eklem sivisi ve %5.7’si (77) perikard sivisi 6rne-
giydi. Doku 6rneklerinin; %82.1’i (633) doku biyopsi
ornegi, %17.1’i (132) lenf nodu biyopsisi ve %0.8'i (6)
plevral biyopsi 6rnegiydi.

Calismaya dahil edilen 4.199 6rnegin 110’unda (%2.6)
kiltirde MTK Uremesi saptanirken, bunlarin 52’si
(%47.3) akciger 6rneklerinden, 58’i (%52.7) ise akci-
ger disi orneklerden olusmaktaydi. Kiltirde MTK
Uremesi saptanan 110 6rnegin GX testi ile 82’sinde
MTK DNA’si saptanirken (%74.5), mikroskopik incele-
mede 18’inde (%16.4) ARB gorildi. Calismaya alinan
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Tablo 1. Akciger érneklerinin kiiltiir, mikroskopi ve GeneXpert MTB/RIF testi sonuglari.

Pozitif MTK kalturi

Negatif MTK kaltiiri

ARB (+) ARB (-) ARB (+) ARB (-)

Ornek tiirii GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) Toplam
Balgam 10 0 11 4 2 4 8 459 498
Brons lavaji 5 0 11 5 1 4 5 381 412
Bonkoalveolar lavaj 0 0 3 0 0 0 0 199 202
Aclik mide suyu 0 0 0 0 0 0 0 165 165
Trakeal aspirat 0 0 3 0 0 0 1 80 84
Akciger 6rnekleri (timi) 15 0 28 9 3 8 14 1284 1361

MTK: Mycobacterium tuberculosis kompleks; GX: GeneXpert MTB/RIF

orneklerin 32’sinde (%0.8) mikroskopik incelemede
ARB pozitifligi var olup, bunlarin 26’si (%81.2) akciger
ornegi, 6's1 (%18.8) ise akciger disi 6rnek idi. mikros-
kopik incelemede ARB gorilen orneklerin 18’inde
(%56.3) kiltlirde MTK Uremesi saptanirken, ARB
pozitif bes 6rnegin (%15.6) kiiltirde TDM Uremesi
mevcuttu, dokuz &rnekte (%28.1) ise inkiibasyon
sliresi sonunda lreme olmadi. Orneklerin 119’unda
(%2.8) GX testi ile MTK DNA’sI saptandi. Bunlarin 60’1
(%50.4) akciger 6rnegi, 59'u (%49.6) ise akciger disl
ornek idi. GX testi ile MTK DNA’sI saptanan ornekle-
rin 82’sinde (%68.9) kiiltirde MTK lremesi mevcut

olup, 37’sinde (%31.1) inkiibasyon slresi sonunda
treme olmadi (Sekil 1). Ornek tiirlerinin kiiltiir, mik-
roskopi ve GX testi sonuglari Tablo 1 (Akciger 6rnek-
leri) ve Tablo 2 (akciger disi 6rnekler)’de gosterilmek-
tedir.

Orneklerin 41’inde (%1) kiiltiirde TDM (iremesi sap-
tandi. Bunlardan mikroskopik inceleme sonucunda,
bes ornekte ARB (%12.2) gorilirken, 36’sinda
(%87.8) ARB gorilmedi. Kiltiirde TDM dreyen 6rnek-
lerin hicbirinde GX testi ile MTK DNA’sI saptanmadi,
capraz reaktivite gozlenmedi.

Tim
ornekler
(4.199)
Akciger / \ Akciger disi
ornekleri ornekler
(1.361) (2.838)
. MTK negatif . MTK negatif
MTK pozitif kiltir MTK pozitif kiiltar
kltdr (52) (1.309) kiiltur (58) (2.780)
ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARB negatif
kaltur (15) kaltar (37) (11) (1.298) (3) (55) (3) (2.777)
GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif
(15) (25) (3) (14) (3) (36) 2) (18)
GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif
() (9) (8) (1.284)** (0) (19) (1) (2.759)***

*Bes drnegin kiltir sonucu TDM, **29 6rnegdin kiiltiir sonucu TDM, *** 7 6rnegin kiiltiir sonucu TDM.

Sekil 1. Orneklerin kiiltiir, ARB mikroskopi ve GeneXpert MTB/RIF (GX) testi sonuglari.
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Tablo 2. Akciger digi 6rneklerin kiiltiir, mikroskopi ve GeneXpert MTB/RIF testi sonuglari.

Pozitif MTK kuilturii

Negatif MTK kiltiiri

ARB (+) ARB (-) ARB (+) ARB (-)

Ornek tiirii GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) Toplam
Plevra sivisi 0 0 2 3 0 0 0 585 590
BOS 0 0 6 3 0 0 2 447 458
Periton 0 0 0 1 0 0 0 135 136
Eklem sivisi 0 0 0 0 0 0 0 98 98
Perikard sivisi 0 0 0 0 0 0 0 77 77
Doku biyopsisi 1 0 6 4 0 0 7 615 633
Lenf nodu 2 0 1 6 0 0 0 123 132
Plevral biyopsi 0 0 0 0 0 0 0 6 6
Abse/aspirasyon materyali 0 0 18 1 2 1 4 279 305
idrar 0 0 1 0 0 0 2 231 234
Kemik iligi 0 0 0 1 0 0 0 55 56
Kan 0 0 1 0 0 0 0 52 53
Diger ornekler 0 0 1 0 0 0 3 56 60
Akciger digi 6rnekler (tima) 3 0 36 19 2 1 18 2759 2.838

MTK: Mycobacterium tuberculosis kompleks; GX: GeneXpert MTB/RIF

Tablo 3. Kiiltiir referans yontem alinarak MTK saptanmasinda
GeneXpert MTB/RIF (GX) testinin duyarlilik, ézgiilliik, pozitif
ongorii (POD) ve negatif ongorii (NOD) degerleri (%).

Tablo 4. Kiiltiir referans yontem alinarak MTK saptanmasinda
mikroskopik incelemenin duyarlihk, 6zgiillik, pozitif 6ngori
(POD) ve negatif ongorii (NOD) degerleri (%).

Test - Ornek tipi Duyarlik Ozgiillik POD NOD Test - Ornek tipi Duyarhihk  Ozgiillik POD NOD
GX testi - Tum ornekler 74.5 99.1 68.9 99.3 Mikroskopik inceleme - 16.4 99.7 56.3 97.8
GX testi - Akciger ornekleri 82.7 98.7 71.7 99.3 Tum 6rnekler

GX testi - Akciger disi 6rnekler  67.2 99.3 66.1 99.3 Mikroskopik inceleme - 28.8 99.2 57.7 97.2
GX testi - ARB pozitif 6rnekler ~ 100.0 64.3 78.3 100.0 Akciger 6rnekleri

GX testi - ARB negatif 6rnekler  69.6 99.2 66.7 99.3 Mikroskopik inceleme - 5.2 99.9 50.0 98.1

MTK saptanmasinda kiltir referans yéntem alina-
rak, GX testinin duyarliigi %74.5, 6zgllliglu %99.1,
POD %68.9 ve NOD %99.3 olarak (Tablo 3); mikrosko-
pik incelemenin duyarhligi %16.4, 6zgllligu %99.7,
POD %56.3 ve NOD %97.8 olarak (Tablo 4) bulundu.

Tam orneklerde ve akciger ile akciger disi 6rneklerde
GX testi ile mikroskopik incelemenin duyarhliklari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p<0.001).

Akciger 6rneklerinde GX testinin duyarlhigi; balgamda
%84 (21/25) ve Blde %76.2 (16/21) saptanirken, kiil-
tiirde MTK Gremesi saptanan Ug¢ adet BAL ve (¢ adet TS
orneklerinin timunde GX testi pozitif bulunmustur.

Akciger disi 6rneklere ait GX testinin duyarhhgi; abse-
aspirasyon materyallerinde %94.7 (18/19), doku
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biyopsisinde %63.6 (7/11) ve lenf nodu biyopsisinde
%33.3 (3/9) olmak tzere tiim doku 6rneklerinde %50
(10/20) olarak saptanirken, kiltiirde MTK Gremesi
saptanan dokuz BOS oOrneginin altisinda, bes plevra
sivisinin ikisinde, bir idrar ve bir kan 6rneginde GX
testi pozitif bulunmustur. Ancak kiiltirde MTK UGre-
mesi bulunan bir periton sivisi ve bir kemik iligi 6rne-
ginde GX testi negatif sonug vermistir.

Mikroskopik incelemede ARB goriilen ancak kiiltlirde
Uremesi olmayan ve GX testi ile MTK DNA’sI saptan-
mayan dort érnekten birinin 6rneklenmesi sirasinda
hastanin anti-TB tedavi aldigi saptandi. mikroskopik
incelemede ARB gorilen ve GX testinde MTK DNA's|
saptanan, ancak kiltiirde Gremesi olmayan bes 6rne-
gin tamaminda hastalarin 6rnek alimi sirada anti-TB
tedavi aldig izlendi. GX testi ile MTK DNA’sI sapta-
nan, ancak mikroskopik incelemede ARB goriilmeyen
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Tablo 5. MGIT SIRE yéntemi ve GeneXpert MTB/RIF testi ile elde edilen RIF duyarlilik sonuglari (n).

MGIT SIRE yontemi

GX testi RIF direngli RIF duyarh Toplam
MTK DNA'sI saptandi - RIF direnci saptandi 3 4
MTK DNA'sI saptandi - RIF direnci saptanmadi 69 69
Toplam 72 73

ve kiltirde Gremesi olmayan 32 6rnekten 18’inin
ornek alindigi sirada ilgili hastalarin anti-TB tedavisi
altinda oldugu saptandi.

Kiltirde MTK Gremesi saptanan 110 6rnege MGIT
SIRE ydntemi ile IDT yapildi, bunlarin 14’inde sonug
gecersiz bulundu. Geri kalan 96 6rnekten ikisinde
MGIT SIRE yontemi ile RIF direngli bulundu, GX testi
ile bunlardan birinde RIF direncini belirleyen mutas-
yon saptandi, digerinde ise MTK DNA’sI saptanmadigi
icin RIF direnciyle iliskili mutasyon belirlenemedi.
MGIT SIRE yontemi ile RIF duyarli olan 94 6rnekten
73 (%77.7)'Ginde GX testi ile MTK DNA’s| saptandi.
Yetmis ¢ 6rnegin birinde (%1.4) RIF direnci belirsiz
olup, Gglinde (%4.1) RIF direncini belirleyen mutas-
yon saptandi, geri kalan 69 oOrnekte (%94.5) RIF
direncini belirleyen mutasyon saptanmadi. Her iki
testle de RIF duyarlilik sonucu elde edilen 6rneklere
ait sonuclar Tablo 5'te gosterilmektedir. GX testinin
RIF direncini saptamada duyarliligi %100, 6zgulligu
%95.8, POD %25 ve NOD %100 olarak bulundu.

TARTISMA

Tuberkuloz tanisinda yaygin olarak kullanilan kon-
vansiyonel laboratuvar yontemlerinden direkt mik-
roskopik inceleme hizli ve ucuz olmasina karsin,
tanida distk duyarhliga sahiptir. Tanida altin stan-
dart olan kultlir yontemi ise zaman alici olup, ek
biyoglvenlik  dnlemleriyle egitimli personel
gerektirmektedir®. Ginumuzde, tedaviye daha
erken baslama olanagi, hastaligin bulasinin azalmasi
ve daha etkin halk saghg mudahalelerine olanak
saglamak amaciyla molekiler yodntemler, klinik
ornekten  hizli  taniyr  desteklemek lzere
kullanilmaktadir®. 2010 yilindan itibaren, erigkinler-

de akciger TB tanisinda, 2013 yilindan itibaren ise
cocuklarda ve akciger disi TB'nin bazi 6zel formlarinin
tanisinda baslangic testi olarak kullanimi DSO tara-
findan 6nerilen GX testiyle rpoB geninin MTK spesifik
gen bolgesi amplifiye edilerek, hemi-nested gercek
zamanli-PCR yontemiyle, klinik 6rnekte hem MTK
varligi hem de RIF direnci gosterilmekte ve uygula-
masl kolay olan bu yontem vyaklasik iki saat icinde
sonu¢ vermektedir®®. Bu calismada, rutin inceleme
icin laboratuvarimiza gonderilen klinik 6rneklerde,
MTK tanisi ve RIF direncinin belirlenmesinde GX tes-
tinin etkinligi, boyali mikroskopik inceleme ve altin
standart yontem olan kiltir yontemleriyle karsilasti-
rilarak degerlendirilmistir.

Calismamizda, MTK icin kiltlr pozitifligi referans
alindiginda, tim ornekler icin GX testinin duyarhligi
%74.5, 6zgllliglu %99.1 olarak bulundu. Bu alanda
yapilan ulusal calismalara bakildiginda, Girsoy ve
ark.19 tarafindan GX testinin duyarliigi %73.3, 6zgil-
gl %99.3; Ozkiitiik ve ark."V tarafindan GX testinin
duyarlihgr %73.9, o6zgilligu %98.6; Zeka ve ark.”
tarafindan GX testinin duyarliigi %79.7, 6zgulligi
%98.2 olarak ¢calismamizdakine benzer sekilde bulun-
mus, Albay ve ark.®? tarafindan, GX testinin duyarli-
g1 %95, dzgullugu %99; Ciftci ve ark.*® tarafindan
GX testinin duyarhligi %96, 6zgulligli %98 olarak
saptanmis, testin duyarhligi ¢alismamizdan daha
yuksek bulunmustur. Albay ve ark.®? ile Ciftci ve
ark.*3 tarafindan yapilan ¢alismalarda, ornek sayila-
rinin ¢calismamizdakiyle kiyaslandiginda oldukca az
olmasi, iki galismada da kiltlirde MTK Giremesi sapta-
nan ve mikroskopik incelemede ARB gorilen 6rnek
oraninin galismamizdan daha yiksek olmasi, testin
duyarhhginin daha yiiksek saptanmasina neden ola-
bilecek etkenlerdir.
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Dinyanin bircok bolgesinde yapilmis calismalarda,
GX testinin tani performansi agisindan oldukca degis-
ken duyarlilik sonuglari elde edilmistir®*®. Bu degis-
kenlik calismaya alinan 6rneklem boyutu, calisma gru-
bundaki TB insidansi, akciger ve akciger disi 6rnek tiirle-
rinin dagihmi, érnek kalitesi ve calismalarda mikrosko-
pik incelemede ARB goriilen 6rnek oranindaki farklara
bagh olmaktadir®1+*>8  Calismamizda, GX testinin
duyarlilik sonucuna, orneklerin yalnizca %0.8’inin mik-
roskopik incelemesinde ARB goriilmesi ve 6rnek grubu-
nun blydk kisminin akciger disi 6rneklerden olusmasi-
nin etki etmis oldugu disiinilmektedir.

Calismamizda, 6rneklerin %32.4’G akciger ornekle-
rinden olusmaktadir. Akciger 6rnekleri icin GX testi-
nin duyarlihg %82.7, o6zgulluglh %98.7 bulundu.
Aralarinda meta-analizlerin de bulundugu diinyada
yapilan gesitli calismalarda, akciger érneklerinde GX
testinin duyarliligi %58-100, 6zgulligl %86-100 ara-
sinda genis bir yelpazede dagilmaktadir(>16120),

Calismalarda, duyarlilik sonuglarinin degiskenlik gos-
termesinin akciger orneklerinin de tlrd ve dagilimi
arasindaki farkliliktan kaynaklandigi bildirilmektedir.
Calismamizdaki 1361 akciger 6rneginin 498’i balgam,
412’si BL, 202’si BAL, 165’i AMS ve 84’0 TS 6rnegidir.
Calismamizda, solunum vyolu 6rnek tirlerinde GX
testinin duyarhhgi, balgamda %84 (21/25) ve Blde
%76.2 (16/21) saptanirken, MTK igin kaltir pozitifligi
saptanan calismaya dahil az sayidaki (Uger 6rnek)
BAL ve TS oOrneklerinin hepsinde GX testi pozitif
bulunmustur. Sharma ve ark.?? tarafindan yapilan
calismada, GX testinin farkli akciger 6rneklerindeki
tani performansi arastirilmis ve bronsial yikama,
oksarikle gikarilan balgam, BAL, endotrakeal aspirat
ve indiklenmis balgam 6rneklerinde testin duyarhhgi
sirastyla %100 (2/2), %96.9 (380/392), %90 (18/20),
%87.5 (14/16) ve %84.2 (16/19) olarak bulunmus,
oksurikle gikarilan balgam orneklerinde duyarlihgin
daha yuksek oldugu bildirilmis fakat bronsiyal yikama
ve indliklenmis balgam &rneklerinin sayisinin azhgin-
dan dolayi bu 6rneklerde testin tani degeri tam ola-
rak yorumlanamamistir. Parcell ve ark.*® tarafindan
akciger ornekleriyle yapilan bir calismada, testin
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duyarhhg balgam 6rneklerinde %95.3 ve BAL 6rnek-
lerinde %100 olarak bulunmustur. Calismamizda,
BAL 6rneklerinde elde edilen duyarhlik sonuglarinin
bahsi gecen calismalarla uyumlu oldugu, balgam
orneklerinde ise GX testinin duyarliliginin, Sharma ve
ark.?% jle Parcell ve ark.*® tarafindan yapilan cals-
malara gore disik oldugu gozlenmektedir.
Calismamizda kiltirde MTK Gremesi saptanip GX
testi ile MTK DNA’sI saptanmayan balgam ornekleri-
nin timd ARB negatif orneklerdi. Bu orneklerde
disuk basil yukd, yalanci negatif sonuclara yol agarak
testin duyarliigina etki etmis olabilir. Geleta ve
ark’nin® yaptigi bir calismada, balgam érneklerinde
GX testinin duyarhhgi %65.5 olarak ¢alismamizdakin-
den distk bulunmus ve disik duyarliiga calisma
dizayni, metodolojik farkliliklar ve ARB negatif 6rnek-
lerdeki olasi PCR inhibisyonu veya yetersiz nukleik
asit iceriginin neden olabileceginden bahsedilmistir.

Calismamizda, akciger disi 6rnekler, tiim orneklerin
%67.6’sini olusturmaktadir. Calismamizda, akciger
disi ornekler igin GX testinin duyarlihgl %67.2 ve
0zgllliglu %99.3 olarak bulunmus, bu degerlerin
Ulkemizde yapilan benzer galismalar ile uyumlu
oldugu gorilmustir®t), Kohli ve ark.*® tarafindan
66 calismanin degerlendirildigi bir meta-analizde,
akciger disi 6rneklerde GX testinin havuzlanmis
duyarhhginin farkh 6rnek tirlerinde %31-97 arasin-
da, havuzlanmis 6zgilliginin ise %82-99 arasinda
degistigi belirtilmistir. Akciger disi 6rneklerde GX
testinin duyarhliginin galisilan 6rnek turlerinin
oldukga cesitli olmasina, drnekteki mikobakteriyel
ylki yansitan yayma durumuna, érneklem boyutu-
na, calisilan hasta grubuna ve o6rnek islemleme
prosediurine bagh degiskenlik gosterdigi dusinil-
mektedir. Li ve ark.' tarafindan 106 galismanin
incelendigi bir meta-analizde, g¢alismamizdakine
benzer olarak testin duyarliiginin akciger érnekle-
rinde akciger disi 6rneklere gore ylksek bulundugu-
nun vurgulanmasi bu testin akciger ornekleri icin
daha uygun oldugunu distndirmektedir. Dlsuk
duyarlilik, 6zellikle ARB negatif bulunan 6rneklerde
akciger disi TB tanisini dislamada testin kullanimini
kisitlamaktadirt>18),
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Calismamizdaki 2.838 akciger disi 6rnegin, 5901
plevra sivisi, 458’i BOS, 136’si periton sivisi, 98'i
eklem sivisi ve 77’si perikard sivisi olmak Uzere
1359’u steril vicut sivisi, 771’i doku (633’G doku
biyopsisi, 132’si lenf nodu biyopsisi ve 6’si plevral
biyopsi), 305’i abse ve aspirasyon materyali, 234’0
idrar, 56’s1 kemik iligi, 53’ kan ve 60’1 diger 6rnekler-
den olusmaktadir. Calismamizda, akciger disi 6rnek
turlerinde GX testinin duyarliigl; abse-aspirasyon
materyallerinde %94.7 (18/19), doku biyopsisinde
%63.6 (7/11) ve lenf nodu biyopsisinde %33.3 (3/9)
olmak Uzere tim doku &6rneklerinde %50 (10/20)
olarak bulunurken, kiltirde MTK Gremesi saptanan
dokuz BOS o6rneginin altisinda, bes plevra sivisinin
ikisinde, bir idrar ve bir kan 6rneginde GX testi ile
pozitiflik saptanmistir. Ancak kiiltirde MTK Gremesi
bulunan bir periton sivisi ve bir kemik iligi 6rneklerin-
de ise pozitiflik saptanmamistir. Tadesse ve ark.??
tarafindan 572 akciger disi 6rnekle yapilan bir galig-
mada, kiltir referans alindiginda GX testinin duyar-
lilig1; lenf nodu 6rneklerinde %94.4, BOS 6rneklerin-
de %75, plevral sivi 6rneklerinde %69, peritoneal sivi
orneklerinde %71 ve toplamda %91 olarak ¢alisma-
mizdan ylksek bulunmustur. Laboratuvarimizda TB
tani testlerinin genellikle tarama amaciyla istenmesi-
ne karsin konusu gecen calismada, hasta grubunun
ozellikle TB slipheli hastalardan secilmesi ayrica kil-
tlr pozitifligi (%39.5) ile ARB pozitifligi (%20.9) oran-
larinin calismamizdan oldukga ylksek olmasi duyarh-
lik sonuglarindaki farkhhgr agiklayabilir. Huo ve ark.®)
tarafindan 23 calisma dahil edilerek plevral sivi
orneklerinde GX testinin uygunlugunun degerlendi-
rildigi bir meta-analizde; testin duyarliligi %30 olarak
calismamiza benzer sekilde dusik bulunmustur. Ayni
meta-analizde; GX testinin plevral sivi 6rneklerinde
distk duyarhhginin PCR inhibisyonu ve uygunsuz
veya yetersiz 6rnekleme yontemlerinden kaynakla-
nabilecegi belirtilmis, testin TB tanisini dislamada
degerinin dusik oldugundan sdzsedilmistir®,
Mazzola ve ark.? tarafindan yapilan ¢alismada, akci-
ger disi orneklerde altin standart olarak klinik tani
temel alinarak GX testinin duyarlilhgi; BOS 6rneklerin-
de %100, biyopsi orneklerinde %83.6 ve BOS disi
kaviter sivi 6rneklerinde %53.6 olarak ¢calismamizdan

yiksek bulunmus; ply 6rneklerinde %95.6 ve plevral
sivi 0rneklerinde ise %38 olarak galismamizdakine
benzer saptanmistir. Calismamizda, doku érneklerin-
de duyarliigin disik olmasi, 6rnek homojenizasyo-
nunun tam olarak saglanamamasindan ve 6rnek ige-
riginden kaynakli olasi PCR inhibisyonundan kaynak-
lanmis olabilir. Galismamizda, kiiltiirde MTK Gremesi
saptanan BOS ve diger steril viicut sivisi érneklerinin
timinin ARB negatif olmasi géz 6niinde bulundu-
ruldugunda, bu ornek tirlerinde mikobakteriyel
yukidn az olmasina bagh olarak duyarhligin disik
bulundugu disiinilebilir. Bununla birlikte, DSO 6zel-
likle hizli taninin yasamsal olacagi TB menenjit kusku-
lu hastalarda BOS 6rneklerinde GX testinin baslangi¢
testi olarak tercih edilmesi gerektigini dnermekte-
dir®),

GX testinin degerlendirildigi calismalarda elde edilen
sonuglardaki degiskenligin en 6nemli nedenlerinden
biri c¢alisilan o6rneklerin mikroskopi sonuglari-
dir#4161825 - Calismamizda orneklerin  %0.8’inde
(32/4.199) mikroskopik incelemede ARB gorulmis-
tdr. Calismamizda, GX testinin ARB pozitif 6rneklerde
duyarhhgr %100 ve 0zgllligl %64.3; ARB negatif
orneklerde duyarliligi %69.6 ve 6zgulligi %99.2 ola-
rak bulundu. GX testinin klinik 6rnekte analitik sapta-
ma siniri, 131 CFU/mL olarak bildirilmistir®”)., GX testi
ile MTK DNA’sinin saptanmasi, 6rnekteki mikobakte-
riyel ylke bagli olup, disiik mikobakteriyel yiki isa-
ret eden ARB negatifligi testin duyarliigini etkile-
mektedir. Ayrica, Ozkiitik ve ark."V, ARB negatif
orneklerde GX testi ile duyarhhgin disiik bulunmasi-
nin, sivi ve kati olmak tzere iki farkh kaltir yontemi-
nin birlikte kullanilmasi ile kiilttr duyarliliginin artmis
olmasina bagl olabilecegini belirtmistir.

Calismamizda, GX testi ile yalanci pozitif sonug elde
edilen 37 6rnegin (%0.9), 17’si akciger (10 balgam,
alti BL, bir TS), 20’si akciger disi 6rneklerden (yedi
doku biyopsisi, alti abse/aspirasyon materyali, Ug
diger 6rnekler, iki BOS ve iki idrar) olusmaktadir. Bu
37 ornek incelendiginde, 23 6rnegin alindigl sirada
hastalarin TB tanisi nedeniyle anti-TB tedavi aldig
gbzlemlenmis, bu 6rneklerde tedavi sonrasi 6l basil
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DNA’sina bagh GX testi ile MTK DNA’si saptandigi
duslintlmustdr. Ayrica bu 6rneklerden besinde ARB
pozitifligi saptanmistir. Albay ve ark.*? tarafindan
yapilan ¢alismada, bir BAL 6rneginde ve bir lenf nodu
biyopsisinde GX testi ile yalanci pozitif sonug elde
edilmis; BAL 6rnegi arastirildiginda, hastanin gecmi-
sinde TB oOykusl oldugu, ancak uzun siredir ilag
tedavisi almadigi ve klinik iyilesmenin saglandig
o6grenilmistir. Dolayisi ile bu pozitifligin 6lG basil
DNA’sina bagh olabilecegi disiinilmustir. Ozkitik
ve ark.* tarafindan yapilan ¢alismada, GX testi ile 34
ornekte (%1.3) yalanci pozitiflik saptanmis, yalanci
pozitif érneklerin ait oldugu hastalar arastirildiginda,
20'sinin daha 6nceki orneklerinde kiltlirde Greme
oldugu, TB tanisi ile anti-TB tedavi aldigl saptanmis-
tir. Chang ve ark.®” tarafindan 15 ¢alismanin deger-
lendirildigi meta-analiz sonuglarina gére GX testinin
yalanci pozitiflik orani %1.6 olarak belirlenmis ve
yalanci pozitifli§in TB 6ykusi olan hastalarda 6lu
basil DNA’sina veya subklinik relapsa bagli olabilecegi
belirtilmistir. Theron ve ark.?® tarafindan yapilan
¢alismada, yalanci pozitifligin daha ¢ok TB tani ve
tedavi 6ykiisi olan olgularda oldugu ve dislk miko-
bakteriyel DNA yikiyle ilgili oldugu belirtilmis ayrica
testin canli basiller disinda 6li basillere ait DNA'yiI da
saptadigina dikkat c¢ekilmistir. Bununla birlikte,
Hillemann ve ark.?”, GX sisteminde kapal reaksiyon
ortamina bagh olarak kontaminasyon riski disik
olmasina ragmen, kontaminasyonun da yalanci pozi-
tifligin nedeni olabilecegini belirtilmistir.

Calismamizda, GX testi ile yalanci negatif sonug elde
edilen 28 ornegin dokuzu (%25.5) akciger (bes BL,
dort balgam), 19’u akciger disi 6rneklerden (alti lenf
nodu, dort doku biyopsisi, li¢ plevra sivisi, Gg BOS, bir
periton sivisi, bir abse/aspirasyon materyali, bir
kemik iligi) olusmaktadir. Bu 6rneklerin tamaminda
dusiik mikobakteriyel ylikiin gostergesi olarak ARB
negatifliginin var olmasinin yani sira 6zellikle doku
orneklerinde homojenizasyonun istenilen diizeyde
saglanamamis olmasi, GX testinin yalanci negatif
sonu¢ vermesine neden olmus olabilir. Chang ve ark.
tarafindan yapilan meta-analizde GX testinin yalanci
negatiflik orani %9.6 olarak belirlenmis, kiltir ile
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ornekteki 10-100 basil/mL kadar az miktardaki mik-
roorganizmanin saptanabilmesi ve GX testinin sapta-
ma alt sinirinin 131 CFU/mL olmasi nedeniyle yalanci
negatif sonuclarin ortaya cikabilecegi belirtil-
mistir?),

Calismamizda, MTK igin kiltur pozitifligi referans ali-
narak GX testi ve mikroskopik incelemenin duyarlilik-
lari sirasiyla, tim 6rneklerde %74.5 ve %16.4; akciger
orneklerinde %82.7 ve %28.8; akciger disi orneklerde
%67.2 ve %5.2 olarak bulundu. iki testin de 6zgilliigi
yuksek bulundu. Tum 6rneklerde, akciger ile akciger
disi 6rneklerde GX testi ile mikroskopik incelemenin
duyarhhklari arasindaki fark istatistiksel olarak anlam-
Il bulundu (p<0.001). Neticede, kiltirde MTK Gre-
mesi saptanan 110 6rnegin 92’sinde ARB gorilme-
mekle birlikte GX testi ile bu 6rneklerin 64’linde
(%69.6) MTK DNA’sI saptanarak hizli tani olanagi sag-
lanmigtir.

Dogrudan klinik 6rnekten RIF direnci ile iliskili mutas-
yonlari saptayabilmesi, GX testinin 6nemli bir avan-
tajidir. RIF direngli suslarin %90-95’'inde rifampisin
direncini belirleyici bolge (RRDR; rifampicin resistan-
ce determining region) olarak bilinen rpoB geninin
81 baz ciftlik bdlgesinde mutasyon goézlenmesi,
duyarli izolatlarda ise bu mutasyonun olmamasi
nedeniyle RIF, molekiiler iDT icin ideal hedeftir. RIF
direngli izolatlar ayni zamanda %85-90 izoniazid
(INH) direncli oldugundan, RIF direnci CID-TB tanisi
icin bir marker olarak kullanilabilmektedir®.
Calismamizda, GX testinin RIF direncini saptamada
duyarhligi %100, 6zgilligi %95.8, POD %25 ve NOD
%100 bulundu. Steingart ve ark.?® tarafindan yapilan
meta-analizde, GX testinin RIF direncini saptamada
duyarlihgr %33-100, o6zgulligli %83-100 arasinda
degisirken, toplam duyarhlik %95, 6zgullik %98 ola-
rak hesaplanmis ve testin yalanci direncli ve yalanci
duyarli sonuglara neden olabilecegi belirtilmistir.
Boehme ve ark.?® tarafindan yapilan ¢alismada, GX
testinin RIF direncini saptamasinda g¢alismamizla
benzer sonuglar elde edilmis, testin diisiik POD’ye
sahip olmasi nedeniyle 6zellikle CiD-TB prevalansinin
disuk oldugu bolgelerde konvansiyonel yontemlerle
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dogrulama testi yapilmasinin gerekli oldugu Uzerinde
durulmustur. Rahman ve ark.? tarafindan 92 balgam
drnegiyle yapilan calismada GX testi ile fenotipik IDT
sonuglari arasinda ¢alismamizla benzer olarak %93.5
uyum bulunmus, fenotipik ve molekiiler iDT arasinda-
ki uyumsuzlugun molekiler yéntemlerle olgularin
daha direngli saptanmasina bagli olarak ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Buna neden olarak, molekiler yontemle-
rin fenotipik iDT’yi etkilemeyen sessiz mutasyonlari
saptayabilmesi ve GX testinin dongii esigi “cycle thres-
hold” (Ct) degerleri arasindaki farki temel alarak diren-
ci ongoren kantitatif bir yontem olmasindan dolayi bu
testle kalitatif yontemlerden daha degisken sonuglar
elde edilebilecegi bildirilmistir®). Bunsow ve ark.®
tarafindan yapilan galismada, ¢alismamizdakine ben-
zer sonugclar elde edilmis, yalanci direngli sonuglarin
(3/8) fenotipik IDT ile iliskili olmayan kodon 514’teki
sessiz mutasyona bagli olabilecegi dusinilmis ve
orneklerin birinde mutasyon saptanmistir. Galisma-
mizda, GX testi ile yalanci direngli bulunan érneklere
dizi analizi yapillamadigi icin uyumsuzlugun nedeni
tam olarak ortaya gikarilamamistir. Calismamizda, GX
testinin RIF direncini saptamadaki performansi hesap-
lanirken 6rnek sayisinin az olmasi ve testlerden birin-
de RIF duyarhhgi sonucunun mevcut olmadigi durum-
larda orneklerin ileri analizinin yapilamamasi ¢alisma-
mizin en bayak kisithhigidir.

Sonug olarak, GX testinin mikroskopik incelemede,
ARB gorilen orneklerde TB tanisinda glivenilir bir
yontem oldugu, 6zellikle solunum yolu disi 6rnekler
olmak Uzere az sayida basil iceren mikroskopik ince-
lemede ARB goérilmeyen 6rneklerde ise duyarhhgi-
nin daha disiik oldugu belirlenmistir. Testin kolay
uygulanabilirligi ve cok fazla deneyim gerektirmeme-
si, iki saat gibi kisa bir stirede dogrudan klinik 6rnek-
ten MTK DNA’si ve RIF direncini birlikte saptayabil-
mesi, mikroskopik incelemeye goére duyarliliginin
daha yliksek olmasi gbz 6niinde bulunduruldugunda
TB hizli tanisinda oldukga yararli bir yontem oldugu
distnulmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar
testin kullanimi hususunda DSO &nerilerini destekle-
mektedir. Ancak, TB tanisinda GX testi daima altin stan-
dart kiiltlr yontemlerini destekleyerek kullanilmahdir.
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