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I test di amplificazione diretta (DAT)I test di amplificazione diretta (DAT)

consentono il simultaneo rilevamento 
ed identificazione del M. tuberculosisM. tuberculosis
complex direttamente dai campioni 
clinici, con risultati disponibili nel giro 
di poche ore.



Raccomandazioni dei CDC
sull’impiego del test di amplificazione

� NAA testing should be performed on at least one on at least one 
respiratory specimen from each patient with signs and respiratory specimen from each patient with signs and 
symptoms of pulmonary TBsymptoms of pulmonary TB for whom a diagnosis of TB 
is being considered but has not yet been established, and 
for whom the test result would alter case management or 
TB control activities. 

�� Culture remains the gold standardCulture remains the gold standard for laboratory 
confirmation of TB and is required for isolating bacteria 
for drug-susceptibility testing and genotyping. 

� Although NAA testing is recommended to aid in the 
initial diagnosis of persons suspected to have TB, the 
currently available NAA tests should not be ordered currently available NAA tests should not be ordered 
routinely when the clinical suspicion of TB is low, routinely when the clinical suspicion of TB is low, 
because the positive predictive value of the NAA test because the positive predictive value of the NAA test 
is <50% for such cases is <50% for such cases 

MMWR 2009; 58: 7-10



Am J Respir Crit Care Med 2005; 172: 1169-1227
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La PCR Real-Time

� La PCR real-time (qRT-PCR) presenta 
indiscutibili vantaggi rispetto alla cnPCR:
� Rapidità
� Ampio range di quantificazione del target
� Riduzione della contaminazione da 
amplicons
� Alta sensibilità intesa come più basso 
limite di detection



R + ERR + ERCampioniCampioni

105101
SensibilitSensibilitàà
(n. di copie)(n. di copie)

Lisi-
cattura

Lisi
Lisi-

cattura
Lisi-

cattura
EstrazioneEstrazione

omologoomologoeterologoeterologoC.I.A.C.I.A.

TaqManTaqManTaqManTaqManSondaSonda

16S-23S
rDNA16S rDNAIS 611016S rDNATargetTarget

RT-PCRRT-PCRRT-PCRqRT-PCRMetodoMetodo

DUPLICa DUPLICa 
MTBMTB

COBAS COBAS 
TaqManTaqMan

MTB Q MTB Q 
PCR AlertPCR Alert

Real ArtReal Art
MTB PCRMTB PCR

SistemaSistema

I sistemi commerciali (2)



Uso autorizzato (FDA)

� Campioni respiratori

� Contemporanea esecuzione di 
microscopia e coltura

� Raccolti da pazienti non trattati

� Microscopia positiva per BAAR

� Microscopia negativa per BAAR in caso 
di forte sospetto clinico



Algoritmo interpretativoAlgoritmo interpretativo

CAMPIONE

MICROSCOPIANEG POS

COLTURA DAT

FORTE SOSPETTO FORTE SOSPETTO 
CLINICOCLINICO

DAT

NEGPOS NEGPOS NEGPOS

2 CAMPIONI2 CAMPIONI

VEROSIMILE 
TB

� TB NON ESCLUSA
� NON INFETTIVITA’

� IDENTIFICAZIONE
� TEST SENSIBILITA’

STOP

MTC NTM

2 CAMPIONI2 CAMPIONI

MMWR 2009; 58: 7-10



� Campioni extrarespiratori
–– Risultati piRisultati piùù affidabili con:affidabili con:

�� Microscopia positivaMicroscopia positiva

�� Aspirati gastrici, pus, biopsieAspirati gastrici, pus, biopsie

–– Risultati meno affidabili con:Risultati meno affidabili con:
� Microscopia negativa

� Liquor o altri liquidi sierosi

Uso accessorio



� Impiego mirato sulla base di un congruo
sospetto clinico

–– esperienza clinica esperienza clinica 
– di norma sul primo di tre campioni
–– servono a confermare la TB (servono a confermare la TB (ruling inruling in))
–– NONNON servono ad escluderla (servono ad escluderla (ruling out)ruling out)

� La resa diagnostica del test dipende in larga 
misura da:

– qualità del campione
– appropriatezza della sede di prelievo

Indicazioni



Selezione dei pazienti

� Indicatori predittivi di TB polmonare
� Immigrazione
� Infezione da HIV
� Dimagrimento
� Sudorazioni notturne
� Lesioni polmonari 
� cavitarie
� in sede apicale



Current evidence on diagnostic accuracy of commercially based 
nucleic acid amplification tests for the diagnosis of pulmonary 
tuberculosis Greco S, et al. Thorax 2006;61:783-790

Le metanalisi (campioni respiratori) 



Diagnostic accuracy of nucleic acid amplification tests for 
tuberculous meningitis: a systematic review and meta-analysis

Pai M, et al. Lancet Infect Dis 2003; 3: 633–43

Le metanalisi (Liquor cefalorachidiano)



Nucleic acid amplification tests in the diagnosis of tuberculous
pleuritis: a systematic review and meta-analysis

Pai M, et al. BMC Infect Dis. 2004 Feb 23;4:6. Review.Le metanalisi (Liquidi pleurici)



Nucleic acid amplification tests in the diagnosis of tuberculous
pleuritis: a systematic review and meta-analysis

Pai M, et al. BMC Infect Dis. 2004 Feb 23;4:6. ReviewLe metanalisi (Liquidi pleurici)





Ling DI et al., PloS ONE, February 2008, Issue 2. e1536



I limiti metodologici

Ling DI et al., PloS ONE, February 2008, Issue 2. e1536



� Studio prospettico eseguito in cieco
�� Golden standard microbiologico e clinicoGolden standard microbiologico e clinico
�� Esclusione dei campioni raccolti da pazienti in Esclusione dei campioni raccolti da pazienti in 
terapiaterapia

� Valutazione separata dei campioni respiratori 
ed extrapolmonari
� Valutazione di 3 campioni a pz. per 
minimizzare la “uneven distribution” dei 
micobatteri nel campione
� Sensibilità e specificità calcolate per pz., non 
esclusivamente per campione

Parametri metodologici







BassaImprobabileNegativaBasso

AltaIncertaPositivaBasso

AltaPresuntivaNegativaAlto

LimitataAgevolePositivaAlto

UtilitUtilitàà dei dei 
DATsDATs

Diagnosi di TBDiagnosi di TBMicroscopiaMicroscopiaSospetto Sospetto 
clinicoclinico

Impatto Clinico dei DAT



Catanzaro A, et al. JAMA 2000; 283: 639-645

Impatto Clinico dei DAT

The role of clinical suspicion in evaluating a new diagnostic test 
for active tuberculosis: results of a multicenter prospective trial. 



Critical Use of Nucleic Acid Amplification Techniques To Test for 
Mycobacterium tuberculosis in Respiratory Tract Samples

Van den Wijngaert S, et al. J Clin Microbiol 2004; 42: 837-838

*
Clinical
suspicion

High

Medium

Low

*: Cobas Amplicor Roche

SELEZIONE DEI PAZIENTI



Costo-efficacia

� I test diagnostici a costo mediamente 
elevato possono ridurre la spesa sanitaria se:

� Aumentano la accuratezza diagnostica

� Riducono i tempi di degenza



Costo-efficacia dei DAT
Dipende da:

� No./anno di 
campioni 
microscopico-positivi

� Prevalenza di TB 
nei campioni 
microscopico-positivi

� Costo giornaliero 
dell’isolamento 
respiratorio

Si incrementa in caso di:

� Alta prevalenza di 
MNT

� Esecuzione dei 
DAT presso 
laboratori regionali di 
riferimento



 Falsi negativi
� Diluizione del pellet
� Presenza di inibitori

– Controllo interno di 
amplificazione (CIA)

�� Insufficiente estrazione Insufficiente estrazione 
del targetdel target

 Falsi positivi
� Contaminazioni crociate

�� Selezione dei pazientiSelezione dei pazienti

�� QualQual’è’è il gold standard?il gold standard?

Come implementare gli attuali sistemi
Problemi sul tappeto



AutomatizzatoSilice magneticabioMérieuxNucliSens

AutomatizzatoFibre di silicioAppliedABI Prism

AutomatizzatoSilice magneticaQiagenBioRobot

AutomatizzatoSilice magneticaRocheMagNA Pure

ManualeEtanolo/tamponeOrcaIsoQuick

ManualeGel di siliceQiagenQIAmp

ManualeFibre di vetroRocheHigh pure

FormatoFormatoPrincipioPrincipioProduttoreProduttoreKitKit

Espy MJ, et al. Clin. Microbiol. Rev. 2006; 19: 165-256

Sistemi commerciali di estrazione



> sensitivitycut off valueslysisCSFProbeTec

> sensitivity
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RNA 
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CSFE-MTD

> specificitycut off valuesRespir.E-MTD

> specificitycut off valuesRespir.E-MTD

> sensitivityIACsample select.AllE-MTD

> sensitivity
< specificity

DNA 
extraction

Extrapul.Amplicor

> specificitysample select.Respir.Amplicor

OutcomePost-testingTestingPre-testing

Analytical phasesSample 
type

DAT

Modifiche dei kit commerciali



Genere Mycobacterium: 
la scoperta di nuove specie

2011             ≅≅≅≅ 150 specie

Metodi tradizionali:
� Test biochimici
� Test colturali
� HPLC

IDENTIFICAZIONE DA COLTURA

1980             56 specie

Metodi molecolari:
� DNA probe
� Sequenziamento



J Clin Microbiol. 2001 Nov;39(11):4058-65 



� Enorme risparmio di tempo rispetto 
all’identificazione tradizionale

� Specificità elevata

�Disponibili per un numero limitato di specie

�Costose

DNA-probe commerciali

� AccuProbe (GenProbe)

� INNO LiPA Mycobacterium (Innogenetic)

� GenoType Mycobacteria (Hain)



AccuProbe (Gen Probe)
� Bersaglio: Sequenza del 16S rRNASequenza del 16S rRNA

� Reazione: ibridizzazione in fase liquida, direttamente dalle 
colonie - Massa dipendente

� Rivelazione: in chemioluminescenza (HPA)
� Specie identificate:

� M. tuberculosis complex

� M. kansasii
� M. gordonae

� M. avium complex o separatamente M. intracellulare e 
M. avium

� Limiti:

� test a cascata

� non disponibili per specie comuni in Europa ma rare negli 
USA



AccuProbe: le reazioni crociate

�M. avium
�M. intracellulare
�M. arosiense, M. chimaera, M. nebraskense,                            
M. saskatchewanense

�M. avium complex
�M. arosiense, M. chimaera, M. colombiense, M. 
nebraskense, M. palustre, M. paraffinicum, M. 
saskatchewanense, M. vulneris

�M. tuberculosis complex
�M. holsaticum

�M. kansasii
�M. gordonae



INNO LiPA Mycobacteria  (Innogenetics)

� Bersaglio: Regione spaziatrice presente tra il gene 16S e Regione spaziatrice presente tra il gene 16S e 
23S del rRNA (ITS = internal transcribed spacer23S del rRNA (ITS = internal transcribed spacer))

� Reazione: ibridizzazione inversa, con 22 sonde 
immobilizzate su una striscia di cellulosa, del bersaglio 
amplificato mediante PCR (primer biotinilati)

� Rivelazione: colorimetrica (avidina-perossidasi)

� Limiti: alcune reattività crociate con specie rare



Marker line

1  – Conjugate  control

2  – Myc genus

3  – MTB complex

4  – M. kansasii I

6  – M. kansasii III, IV, V

5  – M. kansasii II

10 – M. simiae

9  – M. genavense

8  – M. gordonae

7  – M. xenopi

20 – M. chelonae I, II, III, IV

12 – M. celatum
11 – M. marinum + M. ulcerans

22 – M. chelonae I

21 – M. chelonae III

13 – MAIS complex

14 – M. avium

16 – M. chimaera

15 – M. intracelulare 1

23 – M. fortuitum complex

19 – M. haemophilum

18 – M. malmoense

17 – M. scrofulaceum

24 – M. smegmatis

INNO LiPA Mycobacteria V.2:
Specificità delle sonde

�di genere: genere Mycobacterium
�di specie: (M. tuberculosis
complex, M. xenopi, M. gordonae,                
M. genavense, M. simiae,                 
M. marinum/ulcerans, M. celatum,  
M. avium, M. intracellulare,            
M. chimaera,   M. scrofulaceum,     
M. malmoense, M. haemophilum,    
M. fortuitum-peregrinum 
complex,  M. smegmatis )

� intraspecifica: M. kansasii (tipi I, 
II, III, IV,V, M. gastri) e M. 
chelonae (gruppi I, II, III, IV)

�multipla: MAIS



Sensitivity and specificity of INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 

Assay % Sensitivity % Specificity

Genus-specific probe 100 100

Species -specific probe 92.2 100

Evaluation of INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2: improved reverse 
hybridization multiple DNA probe assay for mycobacterial 

identification.
Tortoli E, et al. J Clin Microbiol. 2003 Sep;41(9):4418-20



INNO LiPA: le reazioni crociateINNO LiPA: le reazioni crociate
�� M. tuberculosisM. tuberculosis complexcomplex
�� M. kansasiiM. kansasii (differenziazione dei tipi I, II, III(differenziazione dei tipi I, II, III--IVIV--VV--M. gastriM. gastri))
�� M. xenopiM. xenopi
�� M. gordonaeM. gordonae
�� M. genavense M. genavense 
�� M. simiaeM. simiae

�� M. sherrisiiM. sherrisii
�� M. marinumM. marinum--M. ulceransM. ulcerans

�� M. pseudoshottsii, M. shottsiiM. pseudoshottsii, M. shottsii
�� M. celatum M. celatum 
�� MACMAC--M. scrofulaceumM. scrofulaceum--M. malmoenseM. malmoense--M. hemophilumM. hemophilum

�� M. arosienseM. arosiense, , M. heidelbergenseM. heidelbergense, , M. manteniiM. mantenii, , M. nebraskenseM. nebraskense, , M. M. 
paraffinicumparaffinicum, , M. parascrofulaceumM. parascrofulaceum

�� M. intracellulareM. intracellulare
�� M. chimaeraM. chimaera

�� M. nebraskenseM. nebraskense, , M. paraffinicumM. paraffinicum
�� M. scrofulaceumM. scrofulaceum

�� M. parascrofulaceumM. parascrofulaceum
�� M. malmoenseM. malmoense
�� M. haemophilumM. haemophilum
�� M. chelonaeM. chelonae--M. abscessusM. abscessus (differenziazione dei tipi I, III, II(differenziazione dei tipi I, III, II--IV)IV)
�� M. fortuitumM. fortuitum-- M. peregrinumM. peregrinum

�� M. alvei, M. conceptionense, M. goodii, M. mageritense, M. M. alvei, M. conceptionense, M. goodii, M. mageritense, M. 
neworleansense, M. senegalense, M. septicum, M. thermoresistibilneworleansense, M. senegalense, M. septicum, M. thermoresistibile, M. e, M. 
wolinskyiwolinskyi

�� M. smegmatisM. smegmatis



� Bersaglio: 23S rDNA

� Reazione: ibridizzazione inversa del bersaglio amplificato 
mediante PCR (primer biotinilati) con varie sonde 
immobilizzate su una striscia di cellulosa

� Rivelazione: colorimetrica (avidina-perossidasi)

� Limiti:

� incorretta identificazione dei MAC non-M. avium, 
non-M. intracellulare

� alcune reattività crociate con specie rare

� numerose identificazioni non univoche

� Presenza di due diversi kit di rivelazione
� GenoType Mycobacterium CM (Common Mycobacteria)
� GenoType Mycobacterium AS (Additional Species)

GenoType Mycobacterium (Hain)







Evaluation of the New GenoType Mycobacterium Assay for 
Identification of Mycobacterial Species

Russo C, et al. J Clin Microbiol. 2006 Feb;44(2):334-9. 



GenoType: le reazioni crociateGenoType: le reazioni crociate
� Mycobacterium genere
� M. simiae

� M. sherrisii
� M. mucogenicum

� M. aubagnense, M. 
llatzerense, M. phocaicum

� M. goodii
� M. celatum I, III
� M. smegmatis
� M. genavense-M. triplex
� M. lentiflavum 
� M. heckeshornense 
� M. szulgai-M. intermedium
� M. phlei 
� M. haemophilum-M. 

nebraskense 
� M. kansasii
� M. ulcerans
� M. gastri
� M. asiaticum
� M. shimoidei

� Gram +
� Mycobacterium genere
� M. avium
� M. chelonae-M. immunogenum
� M. abscessus-M. immunogenum
� M. fortuitum

� M. boenickei,M. farcinogenes, M. 
houstonense, M. neworleansense, M. 
parafortuitum, M. porcinum, M. senegalense, 
M. setense,

� M. fortuitum-M. mageritense
� M. conceptionense, M. wolinskyi

� M. gordonae
� M. intracellulare

� M. arosiense, M. chimaera, M. colombiense, 
M. mantenii, M. saskatchewanense, MAC

� M. scrofulaceum-M. parascrofulaceum-M. 
paraffinicum 
� M. alsiense

� M. interjectum
� M. kansasii 

� M. gastri
� M. malmoense-M. haemophilum-M.palustre-M. 

nebraskense 
� M. marinum-M. ulcerans
� M. tuberculosis complex

� M. ryiadhense
� M. peregrinum-M. alvei-M. septicum
� M. xenopi



MTB complex
� M. tuberculosis complex
� M. tuberculosis
� M. bovis
� M. bovis BCG
� M. caprae
� M. africanum sottotipo I
� M. microti

GenoType MTBC (Hain)
� Bersagli: 
� gene 23S rDNA - gene gyrB - regione RD1

� Reazione: ibridizzazione inversa, con 9 sonde immobilizzate 
su una striscia di cellulosa, del bersaglio amplificato 
mediante PCR (primer biotinilati)

� Rivelazione: colorimetrica (avidina-perossidasi)
� Da colture in terreno solido e terreno liquido



Limiti: non riconoscimento di M. africanum tipo II, di M. 
canettii e di M. pinnipedii



Direct Comparison of the GenoType MTBC and Genomic Deletion 
Assays in Terms of Ability To Distinguish between Members of the
Mycobacterium tuberculosis Complex in Clinical Isolates and in 
Clinical Specimens Somoskovi A, et al. J Clin Microbiol. 2008 May;46(5):1854-7

192 isolates and 79 smear-positive clinical specimens



Il sequenziamento in microbiologia

• Identificazione 
– Sequenziamento di regioni specie-specifiche

• Antibiogramma
– Sequenziamento di regioni in cui possono aversi 
mutazioni associate alla resistenza ai farmaci

• Filogenesi
– Confronto della sequenza della medesima regione in 
specie diverse, per ricostruirne la storia evolutiva



Identificazione mediante sequenziamento
• Scelta della regione da sequenziare

– 16S rDNA
– Internal transcribed spacer
– 23S rDNA
– hsp65
– rpoB

• Sequenziamento 
• Confronto della sequenza con quelle presenti in un database



Le varie possibilità

• Identità 100% con una specie nota (ceppo di 
riferimento)

• Identità 100% con un ceppo (non di 
riferimento) appartenente ad una specie 
nota

• Identità 100% con una sequenza non 
appartenente a specie conosciute

• Identità <100%
– Verifica delle discordanze ed eventuale 
correzione della sequenza e, se confermate:
• Nuovo sequevar
• Nuova specie  



• Identificazione mediante Sequenziamento:
– Metodo di riferimento

– Sistema aperto

• Problematiche legate ai database

• La scelta fra le identificazioni proposte



Metodi Fenotipici (valutazione dela crescita in terreno 
solido/liquido in presenza del farmaco):

Costo-efficace

Semplice da eseguire più complessa da standardizzare

Risultati disponibili in settimane/mesi

Metodi MoleculariMetodi Moleculari (identificazione delle mutazioni responsabili di 
resistenza):

(generalmente) costosi

Difficoltà di esecuzione, limitato ad alcuni targets

Risultati disponibili in ore

Non richiede ceppo vitale, indipendente da inquinamento del campione

Susceptibility Testing in Susceptibility Testing in M. tuberculosisM. tuberculosis







APPROCCIO CHEMIOTERAPICO ALLA TUBERCOLOSI

Diverso dalle altre malattie batteriche per:

• Lungo tempo di replicazione dei micobatteri

• Fase di quiescenza

• Crescita in situazioni metaboliche molto 
diverse 

• Crescita in ambienti molto diversi (presenza 
di ossigeno, microarofilia, basso pH)

• Necessità di più farmaci attivi 
contemporaneamente



Resistance in Resistance in M. tuberculosisM. tuberculosis

Due exclusively to chromosomal mutations

• Mutations responsible of drug resistance occur spontaneously with 
variable frequencies (1/106-1/108)

• Resistance is the results of the selection of resistant mutants due 
to inadequate therapy 

The use of at least two active drugs decreases 
the occurrence of resistances

� DST must be: reliable and rapid to perform



Drug Gene Gene product Mutations

Streptomycin rpsL 12S ribosomal protein Coding region (60%)

rrs 16S rRNA Reg. 530 and reg. 915 (8%)

Isoniazid katG Catalase-peroxidase coding region (cod. 315 - 60-80%)

inhA NADH-dep enoyl-ACP red promoter reg. (Ribosome binding site - 15%); coding region

ndh NADH dehydrogenase coding region

ahpC-OxyR regulon (controls katG  and several other genes)promoter region (mutations relatively rare)

Rifampin rpoB RNA pol (β subunit) hot spot region (cod. from 508 to 535 - 98%); N-term region

Ethambutol embB Arabinosyl transferase ERDR (cod. 306 - 70%)

embC Arabinosyl transferase coding region

Ethionamide inhA NADH-dep enoyl-ACP red promoter reg. (Ribosome binding site); coding region

ethA Monooxygenase coding region

ethR Monooxygenase repressor coding region

ndh NADH dehydrogenase coding region

Pyrazinamide pncA Pyrazinamidase coding region (70%)

Fluoroquinolones gyrA DNA gyrase (sub. A) QRDR (70%)

gyrB DNA gyrase (sub. B) QRDR

Rifabutin rpoB RNA pol (β subunit) coding region

Capreomycin rrs 16S rRNA coding region

tlyA rRNA methyltransferase coding region

Viomycin rrs 16S rRNA coding region

Kanamycin rrs 16S rRNA coding region

Amikacin rrs 16S rRNA coding region

D-Cycloserine alr D-Ala racemase promoter region

Para-salicylic acid thyA Thymidylate synthase coding region

Geni coinvolti nella resistanza ai maggiori farmaci antiGeni coinvolti nella resistanza ai maggiori farmaci anti--tubercolaritubercolari



Resistenza alla Rifampicina: il “gold target”

• Farmaco chiave nel regime anti TB
• Bassa frequenza di mutazioni spontanee
• Mutazioni concentrate in una regione hot-
spot  in  rpoB gene

Ottimo candidato per la diagnosi 
molecolare di resistenza



• Mutazioni in più geni strutturali e regolatori 
(inhA) o mutazioni multiple nello stesso gene 
(katG, ahpC)

• Solo alcune mut (katG) correlanano con il 
fenotipo di resistenza ad alta concentrazione, 
altre non hanno significato clinico (?)

• Frequenza di mutazione diversa su base 
geografica

• Relazione tra over-expressione di ahpC e 
fenotipo resistente non chiara

Identificazione delle mutazioni che conferiscono 
resistenza a Isoniazide: “i problemi”



Test commerciali per la Test commerciali per la 
farmacoresistenzafarmacoresistenza

Hain LifescienceHain Lifescience

InnogeneticsInnogenetics

INNOINNO--LiPALiPA--Rif.TBRif.TB





A commercial line probe assay for the rapid detection of rifampicin 
resistance in Mycobacterium tuberculosis: a systematic review and 
meta-analysis

Morgan M, et al. BMC Infect Dis 2005, 5:62

Pooled Sensitivity = 0.97 (0.95 to 0.98)
Pooled Specificity = 0.99 (0.98 to 1.00) INNOINNO--LIPA Rif. TBLIPA Rif. TB



Genotype MTBDRplus: a Further Step toward Rapid Identification 
of Drug-Resistant Mycobacterium tuberculosis

Miotto P, et al. J Clin Microbiol. 2008 Jan;46(1):393-4

New generation of LiPA performs better in New generation of LiPA performs better in 
both Smear+ and Smearboth Smear+ and Smear-- samplessamples



GenoType MTBDRplus Assay for Molecular Detection of Rifampin 
and Isoniazid Resistance in Mycobacterium tuberculosis Strains and
Clinical Samples Lacoma A, et al. J Clin Microbiol. 2008 Nov;46(11):3660-7

62 clinical isolates and

65 clinical samples

Sensitivity Sensitivity









Boheme at al, NEJM 2010







Advantages

�Simple to perform

�Minimal training

�Virtually cross contamination free

�Minimal biosafety requirement

�Higher sensitivity in paucibacillary 
samples (HIV+)



Potential limits of Xpert MTB/RIF 
technology

�Unknown the performance at a district level

� If RFP resistance is diagnosed at a low level 
MDR prevalence environment, the assay needs 
to be confirmed 

�Need to perform a culture for DST to 
evaluate other drug resistance

�Need to perform a culture for monitoring 
issue (culture conversion)



Resistance to second-line injectables and treatment outcomes in 
multidrug-resistant and extensively drug-resistant tuberculosis 

cases. Migliori GB, et al. Eur Resp J. 2008 Jun;31(6):1155-9



Drug Gene Gene product Mutations

Streptomycin rpsL 12S ribosomal protein Coding region (60%)

rrs 16S rRNA Reg. 530 and reg. 915 (8%)

Isoniazid katG Catalase-peroxidase coding region (cod. 315 - 60-80%)

inhA NADH-dep enoyl-ACP red promoter reg. (Ribosome binding site - 15%); coding region

ndh NADH dehydrogenase coding region

ahpC-OxyR regulon (controls katG  and several other genes)promoter region (mutations relatively rare)

Rifampin rpoB RNA pol (β subunit) hot spot region (cod. from 508 to 535 - 98%); N-term region

Ethambutol embB Arabinosyl transferase ERDR (cod. 306 - 70%)

embC Arabinosyl transferase coding region

Ethionamide inhA NADH-dep enoyl-ACP red promoter reg. (Ribosome binding site); coding region

ethA Monooxygenase coding region

ethR Monooxygenase repressor coding region

ndh NADH dehydrogenase coding region

Pyrazinamide pncA Pyrazinamidase coding region (70%)

Fluoroquinolones gyrA DNA gyrase (sub. A) QRDR (70%)

gyrB DNA gyrase (sub. B) QRDR

Rifabutin rpoB RNA pol (β subunit) coding region

Capreomycin rrs 16S rRNA coding region

tlyA rRNA methyltransferase coding region

Viomycin rrs 16S rRNA coding region

Kanamycin rrs 16S rRNA coding region

Amikacin rrs 16S rRNA coding region

D-Cycloserine alr D-Ala racemase promoter region

Para-salicylic acid thyA Thymidylate synthase coding region

Geni coinvolti nella resistanza ai maggiori farmaci antiGeni coinvolti nella resistanza ai maggiori farmaci anti--tubercolaritubercolari

40-80%



GenoTypeGenoType®® MTBDRMTBDRslsl



GenoTypeGenoType®® MTBDRMTBDRslsl



Come interpretare i risultati dei 
tests

� Training nell’interpretazione del 
risultato:

� Refertare sensibile o resistente o 
il pattern di mutazione?

� Interpretare le discrepanze



GenoType MTBDRplus Assay for Molecular Detection of Rifampin 
and Isoniazid Resistance in Mycobacterium tuberculosis Strains and
Clinical Samples Lacoma A, et al. J Clin Microbiol. 2008 Nov;46(11):3660-7
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