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Rapid qPCR on tongue swabs for pulmonary tuberculosis in adults: a prospective multicentre study
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GIRIS

* Tuberkuloz,
e 2022'de tahmini 10,6 milyon vaka

* 1,3 milyon olimle dinya capinda bulasici hastalik 6limlerinin 6nde gelen
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir

* Ancak sadece 7,5 milyon vakaya teshis konulmus olup aktif tiberkulloz vakalarinin
nerdeyse Ucte biri tespit edilememistir

e Diinya Saghk Orguitii Tuberkiiloz Sona Erdirme Stratejisi 2035 vyilina kadar
tuberkulozu kaldirmayr hedeflemektedir ve 06zellikle kaynaklarin sinirli oldugu
ortamlarda erken teshisin iyilestirilmesinin acil bir ihtiyac oldugu
vurgulanmaktadir



GIRIS

Mevcut tuberkiloz tanilari balgam 6rneklerine dayanmaktadir

Akciger hastaligi olan yetiskinlerin yaklasik %25’i mikrobiyolojik degerlendirme
icin yeterli balgam verememektedir

Balgam mevcut olsa da taniicin altin standart olan kulttr yavas sonuclanmaktadir

Molekiler testler daha hizli ve dogru sonu¢ vermektedir ancak aerosol bulas riski
tasiyan balgam toplama islemine baglidir



GIRIS

Son vyillardaki buylk ilerlemeye ragmen, mevcut tani testlerinin cogu
semptomatik bireylerden balgam orneklemesine dayanmaktadir

Kicuk cocuklar ve HIV ile koenfekte olmus bireyler gibi balgam cikaramayan
populasyonlarda balgam toplanmasi zor olup alternatif numunelere ihtiyac
duyulmaktadir

Balgam toplama islemi, saglik calisanlarinin enfeksiyon riskini artiran bulasici
aerosol Uretme potansiyeline sahiptir

Geleneksel pasif vaka bulma stratejilerinde devrim yaratmak icin daha kolay, daha
glvenli ve daha etkili 6rnekleme yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir



GIRIS

* Bu sinirlamalara yanit olarak, alternatif érneklem tirleri arastirilmakta olup umut
verici bir secenek olarak Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBC) DNA'sIni
tespit ettigi gosterilen dil strtntdlerinin kullanilmasidir (non invaziv, aerosol
Uretmez)

e Kantitatif PCR(gPCR) testleri ile dil strintistu orneklerinin tiiberkiloz tanisi icin
balgama alternatif olabilecegine dair kanitlar artmasina ragmen, onceki calismalar
klicik orneklemler ve tek merkezli tasarimlarla sinirli kalmistir

* Bu sinirlamalari gidermek icin pulmoner tuberkiloz dustndiren semptomlari
olan bireylerde yeni bir ticari gPCR testi(TB-EASY) ile dil strintd orneklerinin
tanisal dogrulugunu arastirmak icin prospektif, cok merkezli bir calisma
yaratalmustir
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* Cin’de 6 farkl eyalet . ’

e 7 hastane :?:3;525 o

Il 120.01-154.02

>18 yas, pulmoner tuberkliloz semptomu gosteren kisiler

12 ay icinde anti-TB tedavisi almis, son 2 hafta icinde anti-mikobakteriyel
antibiyotik almis veya bilgilendirilmis onam alinamayan kisileri haric



YONTEM

Calisma kohortuna 892 kisi katildi
729 kisi analiz edildi

892 adults enrolled in this study cohort

163 excluded from analysis:

« 14 sputum collected prior to tongue swabs

+ 10 sputum and tongue swabs collected >72 h
« 11 unqualified tongue swab results

« 52 non-complete medical records

+ 76 could not produce valid sputum

All performed tests of 729 adults were analysed

Tongue swab positive
(n=293)

A

« 285 MRS positive,
8 MRS negative

« 277 sputum Xpert positive,
16 Xpert negative

y

Tongue swab negative
(n=436)

3
+ 41 MRS positive,
395 MRS negative
» 32 sputum Xpert positive,
404 Xpert negative

Final diagnosis

« Bacteriologically confirmed TB cases: 287
« Clinical diagnosis cases: 5

« Other diseases: 1

Final diagnosis

« Bacteriologically confirmed TB cases: 50
» Clinical diagnosis cases: 217

» Other diseases: 169




e Kayith tim hastalar icin, standart bir form kullanarak ayrintili demografik ve klinik
oykd alindi

 Dil strintu ornekleri sabah en az 30 dk hicbir sey yiyip icmeden ve agiz hijyeni
uygulanmadan dnce toplandi

* Toplama isleminden sonra, egitimli hemsireler tarafindan suruntiu bashgi 500 plL
1xTris-EDTA tamponu iceren tup icine koyuldu

* Ayni giin, Xpert MTB/RIF (Xpert), yayma ve kultiir testleri yapmak icin dil stirtinti
orneklemesi sonrasinda her katilimcidan balgam ornekleri alindi



Her katilimcidan 2 mL'den fazla balgam 6rnegi toplandi
AARB icin 1sik yayan diyot floresan mikroskobu kullanilarak dogrudan yayma yapildi

1 mlL taze balgam ornegi, N-asetil-L-sistein-NaOH yontemi ile 15 dakika streyle
dekontamine edildi ve steril salin fosfat tamponu (PBS, pH 7.0) ile 45 mL'lik bir nihai
hacme notralize edildi

3000xg'de 15 dakika santrifijlemeden sonra, ¢okeltiler 2 mL PBS tamponunda yeniden
suispanse edildi

0,5 mL slispansiyon, mikobakteri buyime indikatori tipd (MGIT) sivi besiyerine asilandi
ve BACTEC MGIT 960 cihazinda inktbe edildi. Pozitif kiltirler, Ziehl-Neelsen boyamasi ile
mikobakteri olarak dogrulandi

MTBC'yi tuberkiloz olmayan mikobakterilerden ayirt etmek icin ticari bir MPB64
monoklonal antikor testi kullanildi



YONTEM

DiL SURUNTU TESTI

The process of TB-EASY detection. Flowchart for tongue swab collection and Mycobacterium tuberculosis complex DNA detection. TE: Tris-EDTA; qPCR: quantitative PCR.

Transfer 200 uL  Add lysis buffer Add30uL  Magnetic Washing
supernatant and binding magnetic  separation and
into a new tube solution beads elution

Magnet —
Sampling Put the swab into Pre-treatment e
In the morning, without  atube containing  Heat at 95°C, 10 min; Magnetic bead-based DNA extraction qPCR detection
drinking or eating 500 uL TE buffer ~ bead beating, 10 min

for at least 30 min



e Tuberkiloz durumunu siniflandirmak icin bilesik mikrobiyolojik referans standardi
(MRS) tanimlandi

« MRS pozitif hastalarin, balgam Xpert testinde pozitif sonuc¢ (cok duistk, disuk,
orta veya yiksek) ve/veya M. tuberculosis icin pozitif kiltlir sonucu varsa aktif
tuberkutloza sahip olduklari kabul edildi

MRS negatif hastalar, balgam Xpert ve kultlr sonuclari negatifse aktif tliberkiloz
icin negatif kabul edildi



* Dil sGrtuntisu TB-EASY testlerini gerceklestiren teknisyenler, referans standart test
sonuclarindan habersizdi

e Dil siruntusu sonuclari klinisyenlere verilmedi ve hasta yonetiminde kullaniimadi

* Anti-Tuberkulloz tedavisi, tiberkiloz tedavisi ile ilgili ulusal kilavuzlar ve WHO
kilavuzlari uyarinca baslatildi



* Demografik ve klinik verileri uygun tanimlayici istatistikler kullanarak 6zetlendi

* Dil surintl testlerinin balgam MRS, balgam Xpert ve balgam kuiltarleri ile
karsilastirildiginda duyarhlik ve ozgllligunii analiz etmek icin McNemar testi
kullanild

 Xpert vyari kantitatif kategorilerine gore siniflandirilan sirintuler arasindaki
farklari degerlendirmek icin, farkli hedeflerin ortalama doéngu esik (C, ) degerlerini
hesaplamak Uzere Brunner—Munzel analizi kullanildi, farkliliklar p<0,05 ise
anlamli kabul edildi



SONUC

e 729 katilimcidan 559’una tuberkiloz tanisi konuldu
* 559 hastanin sadece %26,8’inin(150) balgam yaymasi pozitif sonuclandi

Y

All performed tests of 729 adults were analysed

. l

Tongue swab positive Tongue swab negative
(n=293) (n=436)
A A
« 285 MRS positive, » 41 MRS positive,
8 MRS negative 395 MRS negative
« 277 sputum Xpert positive, » 32 sputum Xpert positive,
16 Xpert negative 404 Xpert negative
A
Final diagnosis Final diagnosis
» Bacteriologically confirmed TB cases: 287 « Bacteriologically confirmed TB cases: 50
» Clinical diagnosis cases: 5 » Clinical diagnosis cases: 217
» Other diseases: 1 « Other diseases: 169




SONUC

Characteristics of the study cohort

Age, years 59 (47-69)
Sex
Male 75 (68.8)
Female 34 (31.2)
History of TB 23 (20.9)

Primary disease

Immunosuppression 9(8.3)
Diabetes 38 (34.9)
Hepatitis 4(3.7)

Distribution in diagnostic categories

Sputum Xpert MTB/RIF
putum 77 (70.6)
positive
MRS 82 (75.2)

Data are presented as median (interquartile range) or n (%). TB: tuberculosis; MRS: microbiological reference standard.

57 (41-67)

109 (67.7)
52 (32.3)

23 (14.3)

10 (6.2)
28 (17.4)

6(3.7)

69 (42.8)

69 (42.8)

Shandong

(n=174)

54 (35.2-66)

120 (69.0)
54 (31.0)

10 (5.4)

12 (6.9)
18 (10.3)

8 (4.6)

76 (43.6)

82 (47.1)

65.5 (54-71)

55 (72.4)
21 (27.6)

9(11.0)

1(1.3)
11 (14.5)

20 (26.3)

30 (39.5)

34 (44.7)

Xinjiang
(n=1586)

65.5 (49-73)

83 (50.0)
83 (50.0)

21(12.6)

5 (3.0)
15 (9.0)

7(4.2)

38 (22.9)

40 (24.1)

Inner Mongolia

(n=43)

63 (56.5-74)

29 (67.4)
14 (32.6)

4(9.3)

2(4.7)
15 (34.9)

19 (44.2)

19 (44.2)

19 (44.2)

Total
(n=729)

60 (45-70)

90 (12.3)

39(5.3)

125 (17.1)

64 (8.7)

309 (42.0)

326 (44.7)
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Diagnostic accuracy of tongue swabs compared with sputum Xpert MTB/RIF (Xpert) and the composite microbiclogical reference standard (MRS)

Sensitivity
n/MN
% (95% CI)
Specificity
n/N
% (95% CI)
Positive predictive value
n/MN
%6 (95% Cl)
MNegative predictive value
n/N
96 (95% Cl)
Overall concordance

n/N

277/309

89.6 (85.6-92.7)

404/420

96.2 (93.8-97.7)

277/293

94.5 (91.1-96.7)

404/436

92.7 (89.7-94.8)

681/729

285/326

87.4 (83.2-90.7)

395/403

98.0 (96.0-99.1)

285/293

97.3 (94.5-98.7)

395/436

90.6 (87.4-93.1)

680/729

I % (95% Cl)

93.4 (91.3-95.0)

93.3 (91.2-94.9)
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* MRS sonuclariyla karsilastirildiginda,
TB- EASY'nin duyarhligi %87,4 ve
0zgulligu %98,0

* Balgam Xpert ile karsilastirildiginda,
TB-EASY'nin duyarhligi %89,6 ve
O0zgulligu %96,2

* TB-EASY ile, balgam Xpert testi
negatif ¢cikan 15 (%17) ek ttuberkuloz
hastasi (10'u bakteriyolojik olarak
dogrulanmis tiberkiloz ve 5'i klinik
tiberkiloz) tespit edildi

Diagnostic accuracy of tongue swabs compared with sputum Xpert MTB/RIF (Xpert] and the composite microbiologicz! reference standard (MRS)

‘ Sputum Xpert MRS
n/N 2777309 285/326
I % (95% CI) 89.6(85.6-92.7) 87.4(83.2-90.7)
Specificity
n/N 404/420 395/403
I % (95% CI) 96.2 (93.8-97.7) 98.0 (96.0-99.1)
Positive predictive value
n/N 277/293 285/293
% (95% Ci) 94.5(91.1-96.7) 97.3(945-98.7)
Negative predictive value
n/N 404/435 395/436
% (95% CI) 92.7 (89.7-54.8) 90.6 (87.4-93.1)
Overall concordance
n/N 681/729 680/729
% (95% Clj 93.4(91.3-95.0) 93.3(91.2-949)
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* Xpert yari kantitatif derecesinin daha ayrintili incelenmesi, farkl kategoriler
arasinda uyumda farkhliklar oldugunu ortaya koymustur:

Sensitivity relative to sputum semiguantitative results

Xpert semiquantitative result Positive tongue swab results Agreement, % (95% Cl)

High 100 (92.3-100.0)
Medium 113 110 97.4 (92.3-99.1)
Low 106 o0 84.9 (76.9-90.5)
Very low 44 31 70.4 (55.8-81.8)
Negative 420 16 96.2 (93.9-97.6)
Overall concordance 93.4 (91.3-95.0)

Xpert: Xpert MTB/RIF.
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Box-and-whisker plots comparing cycle threshold (G) values for a) 1IS6770 and b) IS7087 across different Xpert MTB/RIF semiquantitative result categories (high, middle, low

e Hedef genlerin Ct def”ge rlerini and very low). Statistical analysis was performed using the Brunner-Munzel test. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ****: p<0.0001; Ns: not significant.
analiz ederek dil strinti
orneklerinde M. Tuberculosis ' , ) : , }
ekspresyonu karsilastirildi a) ' — b) 457 1N
» Xpert yari kantitatif 401 — 404 ——
kategorilerinde hedef genlerin
v . . . o 357 ~ 354
C, degerlerinde dnemli 5 S ﬁ
farkhliklar gézlemlendi ve 2 30- 2 30
ekspresyon seviyesi derece 0 0
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gosterdi S 20- s
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Xpert semiquantitative result Xpert semiquantitative result



e Tuberkdiloz tanisi icin yuksek dogrulukta, balgam bazli olmayan bir test onemli bir
onceliktir

* Balgam orneklerinin alinmasi ve islenmesi, saglik calisanlari icin maruz kalma riski
olusturmakla kalmaz, ayni zamanda aerosol kontroltnin sinirli oldugu ortamlarda
da zorluklar yaratir

* Molekduler test ile dil suruntisu, pulmoner tiberkiloz tanisi icin umut verici bir
secenek sunmaktadir



 Bu calismada, aktif tuberklloz vakalarinin tespitini kolaylastirmak icin yuksek
hassasiyetli bir dil strintlsi gPCR yontemi gelistirilmistir

e Cok merkezli bu degerlendirme, bu yontemin MRS ile karsilastirildiginda
hassasiyetinin %87,4 oldugunu gostermistir

* Beklendigi gibi, dil surlintulerinin hassasiyeti, az sayida bakteri yuki bulunan
hastaligi olan yetiskinlerde azalmis, yuksek bakteri yiku olanlarda %100'den ¢ok
dusuk bakteri yuki olanlarda %70,4'e kadar degismistir



 Benzer sekilde, MRS ile karsilastinldiginda dil struntusi gPCR testinin
dogruluguna iliskin yakin tarihli baska bir raporda, cok duisuk bakteri yuku
grubunda %60,0'lik bir tanisal duyarhlik gozlemlenmistir

* Bu bulgular, ozellikle dlisuk bakteri ylki olan hastalarda duyarlihgl artirmak igin
dil stirintdsu yontemlerinin optimize edilmesinin dnemini vurgulamaktadir

* Bakteriyel DNA'yi konsantre etmek icin santrifij kullanimi veya DNA
ekstraksiyonunu gelistirmek icin sekansa 6zgli manyetik yakalama (SSMaC) gibi dil
sirintust numune islemede son zamanlarda kaydedilen ilerlemeler, tespit
oranlarini artirmada umut verici olmustur



e Calismamizda, balgam Xpert ve MRS sonuclariyla karsilastirildiginda 6zgulltik
sirasiyla %96,2 ve %98,0 idi

* Balgam Xpert sonuclariyla karsilastirildiginda, 16 yanlis pozitif vaka vardi ve
bunlarin 8’i MRS ile karsilastirildiginda yanhs pozitif olarak kaldi

* Bunlar arasinda, bronkoalveolar lavaj sivisindan alinan sonuclarin pozitif olmasi
nedeniyle 2 hastaya nihai olarak tiberkuloz tanisi konuldu



* Diger 5 kisiye ise klinisyenler tarafindan klinik semptomlar, tiiberkilin deri testi, akciger
radyografisi bulgulari ve yardimci muayene sonucglarina dayali olarak klinik olarak
pulmoner tuberkiloz tanisi konuldu ve hastalar anti-tliberkiloz ilaclarla tedavi edildikten
sonra iyilesti ve taburcu edildi

* Kalan 1 hasta, baska kanit olmaksizin sadece stipheli klinik semptomlari oldugu icin klinik
olarak pulmoner olmayan tuberkiloz enfeksiyonu tanisi aldi. Bu yanlis pozitif sonucun
ayni test grubunda DNA ekstraksiyon islemi sirasinda aerosol kontaminasyonundan
kaynaklanmis olabilecegi distinuldi

* Bu durum, gelecekteki cabalarin manuel islemden kaynaklanan sonuc¢ hatalarini 6nlemek
icin ekstraksiyon surecini otomatiklestirmeye odaklanmasi gerektigini ortaya koydu



e Bulgularimiz, balgam Xpert "orta" veya "dulstk" sonuclari olan bireylerin kiictuk bir
kisminin gPCR kullanilarak dil sGruntdleri ile tespit edilemedigini ortaya

koymustur

e Kesin nedeni hala belirsiz olsa da, oral mikrobiyom hakkindaki son gelismeler bu
fenomen icin olasi bir aciklama saglayabilir

* Oral mikrobiyomun bilesimi, dil Gzerinde M. tuberculosis'in hayatta kalmasini
desteklemek veya engellemek acisindan dnemli bir rol oynayabilir

 Birlikte var olan bakteri tirleri, mikrobiyotanin diger tyelerinin hayatta kalmasini
etkileyebilir ve ayrica biyofilm gelisimini ve bakimini dizenleyebilir



 Biyofilm olusumu, bakterilerin dilin sirtina yapismasinda énemli bir rol oynar

* Bu nedenle, dil sirintist sonuclart yanhs negatif cikan bireylerin oral
mikrobiyomunun mikobakteriler icin elverissiz olabilecegini tahmin ediyoruz

* Dil sirtinda tuberkuloz basili kolonizasyonu uzerinde oral mikrobiyomun rolini
aydinlatmak icin metagenomik ve metabolomik analizlerin daha @ fazla
birlestirilmesi gerekmektedir



Dil stirtntuleri kullanimi, tuberkuloz tanisi icin cesitli avantajlar sunmaktadir
Ote yandan balgam, pulmoner tiiberkiloz icin en dnemli numunedir

Ancak balgam alinmasi, bulasici aerosollerin olusumuna neden olarak enfeksiyon
bulasma riskini artirmaktadir

Bu bakimdan dil strtntualeri, alinmasi daha kolay ve biyoglivenlik acisindan daha
az endise yaratan bir alternatif olabilir



 Tan1 karsilastirmamizda balgam bazli testler bilesik referans standardi olarak
kullanildigindan, calismaya sadece balgam Uretebilen hastalar dahil edilmistir

* Sonuc¢ olarak, balgam negatif veya balgam uretemeyen hastalarda pulmoner
tuberkulozu tespit etmek icin dil strtntilerinde TB-EASY gPCR testinin tanisal
dogrulugu henuz test edilmemistir

* Gelecekteki arastirmalar, testin etkinligini degerlendirmek ve daha genis klinik
ortamlarda tuberkuloz tespitinde uygulanabilirligini potansiyel olarak genisletmek
icin Ozellikle bu hasta poptulasyonunu hedefleyen cok merkezli tanisal calismalara

odaklanmalidir



» Katilimci grubumuz aktif tliberkiloz siphesi olan hastalar arasindan secilmistir

* Klinik semptomlarin ortaya c¢ikmasi, hastaligin siddetli oldugunu ve bakteri
yukunin yliksek oldugunu gosterir; bu nedenle tluberkltloz tarama araci olarak
kullanildiginda duyarhhgi fazla tahmin edilebilir

e Tani dogrulugunu netlestirmek icin, toplum temelli ortamlarda ve enfeksiyon riski
yiuksek asemptomatik popullasyonlarda acilen daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir



e Her testin fiyati 4-5 ABD dolaridir, ancak pazar erisiminden sonra buylk olcekli
uretimle maliyet dusurulebilir ve bu da yuksek tliberklloz yukine sahip disuk ve
orta gelirli tGlkeler icin daha uygulanabilir hale getirebilir

* Gelecekteki arastirmalar, maliyet-etkinligi degerlendirmeye ve sinirli kaynaklara
sahip ortamlarda daha genis capta uygulanabilirligi incelemeye odaklanacaktir



* Ozetle, balgam alinmasinin mimkin olmadigi durumlarda gPCR testi ile oral

sirintd almanin pulmoner tuberkiloz tanisi icin bir alternatif oldugunu
gosterilmistir

* Numune alma ve molekller isleme prosedirlerinin daha da
standartlastirilmasiyla, bu yontem tuberkuloz vaka bulma cabalarini genisletmek
icin umut verici bir balgam disi test saglayacaktir

e Toplum temelli ortamlarda ve enfeksiyon riski ylksek asemptomatik
populasyonlarda daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir
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