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Le nuove tecnologie per la gestione dell’ urgenza/emergenza in Microbiologia:



Diagnosi rapida di TBCDiagnosi rapida di TBC

a.a. Rapido isolamento del soggetto con espettorato Rapido isolamento del soggetto con espettorato 

microscopicamente positivo per evitare la diffusione microscopicamente positivo per evitare la diffusione 

della malattia.della malattia.

b.b. Rapido e corretto approccio terapeutico con i farmaci Rapido e corretto approccio terapeutico con i farmaci 

di prima linea (possibile presenza di ceppi MDR).di prima linea (possibile presenza di ceppi MDR).

c.c. Rapida e corretta gestione del soggetto e della sua Rapida e corretta gestione del soggetto e della sua 

terapia in presenza di ceppi XDR.terapia in presenza di ceppi XDR.
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MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis complexcomplex:

M. tuberculosis (hominis)

M. bovis

M. bovis BCG

M. africanum

M. canettii

M. microti

M. caprae

M. pinnipedii

PATOGENI CONVENZIONALI

Colony morphology of M. tuberculosis on 
Lowenstein-Jensen medium



La richiesta di indagini microbiologiche per la La richiesta di indagini microbiologiche per la 
ricerca di micobatteri ricerca di micobatteri 

non non èè una procedura di screeninguna procedura di screening

e pertanto deve essere avviata solo per quei e pertanto deve essere avviata solo per quei 
pazienti in cui esista pazienti in cui esista 

un  fondato sospetto clinico di un  fondato sospetto clinico di 
tubercolosi tubercolosi 



Tipo di campione Requisiti Istruzioni speciali Campioni non 
idonei

Aspirato gastrico ≥ 5-10 mL raccolto al mattino, 
dopo almeno 8 ore di digiuno, 
per 3 giorni consecutivi

neutralizzare (pH 7) con 
carbonato di sodio

campioni non 
neutralizzati

Broncoaspirato, lavaggio 
bronco-alveolare, 
spazzolatura bronchiale, 
aspirato trans-tracheale

≥ 3 mL disinfettare accuratamente il
broncoscopio

Espettorato 5-10 mL raccolto al mattino da 
espettorazione profonda, per 3 
giorni consecutivi

istruire il paziente su come 
espettorare correttamente

saliva; pool di
campioni

Espettorato indotto 5-10 mL raccolto al mattino, 
per 3 giorni consecutivi

specificare chiaramente nella 
richiesta, e sul contenitore, 
che si tratta di espettorato 
indotto

Feci almeno 1 g in contenitore 
senza conservanti

per la diagnosi di tubercolosi 
intestinale ricorrere al 
prelievo bioptico

Linfonodo linfonodo o porzione di esso in 
contenitore sterile, senza 
fissativi o conservanti

aggiungere una piccola 
quantità di fisiologica sterile

campioni in 
formalina o altri 
fissativi; campioni 
inclusi in paraffina

Liquidi cavitari: pleurico, 
pericardico, peritoneale 
ecc.

10-15 mL in provetta sterile 
(con eparina o citrato)

per la diagnosi di pleurite 
tubercolare sono più indicati 
biopsia pleurica ed 
espettorato indotto 

Liquor ≥ 2 mL



Diagnosi microbiologica di tubercolosi Diagnosi microbiologica di tubercolosi 

MicroscopiaMicroscopia ColturaColtura

AmplificazioneAmplificazione

POS

NEG

POS

NEG

Isolamento pazienteIsolamento paziente Terapia standardTerapia standard

POS

POSNEG

NEG

POSNEG

IdentificazioneIdentificazione

MTCNTM

Test di sensibilitàTest di sensibilità

Cambio terapiaCambio terapia

ResistenteSensibile

Terapia: 
decisione 
Clinica

Terapia: 
decisione 
Clinica

?*

* Da discutere (nuove indicazioni in letteratura)

Su richiesta 
del clinico



Am J Respir Crit Care Med 2005; 172: 1169-1227

Tempi di refertazione



Cricetomys gambianus

70 campioni esaminati da 2 ratti 

in 32 minuti

Mgode G F et al. Journal of Clinical  Microbiology Febbruary 2012; 50:274-280



Patterns of rat positive and rat-negative in smear- positive (sm+) and smear negative (sm−) 
sputum samples with Mycobacterium and nonmycobacter ial microorganisms.

Mgode G F et al. Journal of Clinical  Microbiology Febbruary 2012; 50:274-280

Sensitivity: 80.4%
Specificity: 72.4%
Accuracy, 73.9%
Positive Predictive Value: 41.7%
Negative Predictive Value: 93.8%



FLUIDIFICAZIONE E DECONTAMINAZIONE

NALC-NaOH 2% - metodo standard

Campione

NALC-NaOH 2%

Centrifugare  
3800 x g a 4°C

15 
minuti

Tampone fosfato  
0.067M a pH 6,8

Campione

NALC-NaOH 2%

15 
minuti

Decantazione

Vortexare non più
di 30 sec.

SEDIMENTOSEDIMENTO T. amplificazione

Es. microscopico

Es. colturale



ESAME MICROSCOPICOESAME MICROSCOPICO
ZiehlZiehl--NeelsenNeelsen FluorescenzaFluorescenza

Ob. 100 x Ob. 100 x -- 1 vetrino in 15 minuti1 vetrino in 15 minuti Ob. 20 x  Ob. 20 x  -- 1 vetrino in 2 minuti1 vetrino in 2 minuti

Limite: 5.000 Limite: 5.000 -- 10.000 micobatteri/ml10.000 micobatteri/ml

Sensibilità 40 – 60 %



Int J Tuberc Lung Dis. 2003 Apr;7(4):376-81. 
A comparison of direct microscopy, the concentration method and the 

Mycobacteria Growth Indicator Tube for the examination of sputum for
acid-fast bacilli.

Apers L, Mutsvangwa J, Magwenzi J, Chigara N, Butterworth A, Mason P, Van der Stuyft P.
Department of Epidemiology, Provincial Medical Directorate, Epidemiology, Gweru, 

Midlands, Zimbabwe.

In countries with high human immunodeficiency virus prevalence, 
laboratory diagnosis of pulmonary tuberculosis with the standard 
Ziehl-Neelsen (ZN) technique is characterised by low sensitivity.
DESIGN: Three hundred specimens from patients diagnosed with

pulmonary tuberculosis were tested for the presence of 
mycobacteria. Specimens were stained with ZN, decontaminated by
adding 4% NaOH, concentrated by centrifuging and processed in 

MGIT broth.

Decontamination and concentration of the sample 
increased the sensitivity of direct microscopy from
67.5% to 87.1%. Specificity remained unchanged

(95.5%). 



AFB AFB smearsmear positivitypositivity resultsresults forfor specimensspecimens culture culture 

positive positive forfor MM.. tuberculosistuberculosis respiratoryrespiratory diseasedisease
Reference

Wright et al.
JCM 1998

Anargyros et al.
JCM 1990

Lipsky et al.
Rev Infect Dis 1984

Levy et al.
Chest 1989

Strumpf et al.
Am Rev Resp Dis 1979

Gordin and Slutkin
Arch Pathol Lab Med 1990

Yajko et al
Clin Infect Dis 1994

Badak et al.
Gen. Meeting ASM 1995

Murray et al.
Am Intern Med 1980

Smear
Method

FL

FL

ZN

ZN

FL

FL

FL

FL

FL

Total no. of 
Respiratory

Specimens

6,532

2,563

3,207

2,560

1,769

2,956

19,343

16,336

10,468a

No. of Specimens
Smear ++ // No. of

Specimens (%) Culture ++

677/1,082 (62.6)

46/162 (28.4)

57/95 (60.0)

71/107 (66.3)

70/106 (66.0)

137/264 (51.9)

248/450 (55.1)

97/157 (62.5)

(46)

a: For all mycobacteria, 158 of 406 (38.9%) were fluorochrome positive



I test I test didi amplificazioneamplificazione direttadiretta (DAT)(DAT)

consentono la simultanea rilevazione ed 
identificazione del M. M. tuberculosistuberculosis
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



NoSìSìLicenza FDALicenza FDA

SiSiNoC. I. A.C. I. A.

Amplificazione 
e lettura

LetturaAssenteAutomazioneAutomazione

FluorimetriaColorimetria
Chemiolumi-
nescenzaLetturaLettura

IS 6110rDNArRNABersaglioBersaglio

SDAPCRTMAMetodoMetodo

ProbeTecProbeTecAmplicorAmplicorEE--MTDMTDSistemaSistema

I sistemi commerciali (1)



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

DUPLICaDUPLICa
MTBMTB

COBAS COBAS 
TaqManTaqMan

MTB Q MTB Q 
PCR PCR AlertAlert

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

–– esperienzaesperienza clinicaclinica
– 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



Diagnosis of tuberculosis and drug resistance: what can new tools
bring us?

Drobniewski F., et al. Int J Tuberc Lung Dis 2012; 16(7):860–870



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)



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 il goldgold standard?standard?

Come implementare gli attuali sistemi
Problemi sul tappeto



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

MetodiMetodi MoleculariMoleculari (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









Farmaci di seconda linea per il trattamento di MDR TBFarmaci di seconda linea per il trattamento di MDR TB

Aminoglicosidi Amikacina, Kanamcina

Polipeptidi Capreomcina

Fluorochinoloni Ciprofloxacina, Ofloxacina, Moxifloxacina

“Iniettabili”

Resistenza ad almeno isoniazide e rifampicina

MDR + resistenza ai fluorochinoloni ed almeno un 
farmaco di seconda linea iniettabile

MULTI DRUGMULTI DRUG--RESISTANT (MDR) TBRESISTANT (MDR) TB

EXTENSIVELY DRUGEXTENSIVELY DRUG--RESISTANT (XDR) TBRESISTANT (XDR) TB



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, microaerofilia, 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

GeniGeni coinvolticoinvolti nellanella resistanzaresistanza aiai maggiorimaggiori farmacifarmaci antianti--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 Test commercialicommerciali per la per la 
farmacoresistenzafarmacoresistenza

HainHain LifescienceLifescience

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 New generation of LiPALiPA performs better in 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



Performance of Nucleic Acid Amplification Tests for Diagnosis of
Tuberculosis in a Large Urban Setting

Laraque F, et al. Clin Infect Dis. 2009; 49:46–54



0.3831.099.970.31,347Smear negative

0.023.895.899.3127
Smear positive

0.2490.599.881.31,474Total

0.5∞∞∞∞100.050.094Cavitary fluid

0.1199.799.187.5130Urine

0.1102.099.185.7133CSF

0.1∞∞∞∞100.087.3195Pus

0.2∞∞∞∞100.078.7224Gastric aspirate

0.6∞∞∞∞100.044.4330Pleural fluid

0.1∞∞∞∞100.088.3368Biopsy specimens

Negative LRPositive LRSpecificitySensitivity

a) Gold standard = MTC positive culture + clinical diagnosisNumberSamples

Clinical validation of the Xpert MTB/RIF test for the diagnosis of 
tuberculosis in extrapulmonary samples in a low prevalence Country

Tortoli E., et al. Eur Respir J 2012; 40: 442–447



Clinical validation of the Xpert MTB/RIF test for the diagnosis of 
tuberculosis in extrapulmonary samples in a low prevalence Country

Tortoli E., et al. Eur Respir J 2012; 40: 442–447

CSF: 5 campioni microscopici positivi



Advantages Xpert MTB/Rif

�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

GeniGeni coinvolticoinvolti nellanella resistanzaresistanza aiai maggiorimaggiori farmacifarmaci antianti--tubercolaritubercolari

40-80%



GenoTypeGenoType®® MTBDRMTBDRslsl



GenoTypeGenoType®® MTBDRMTBDRslsl



GenoType MTBDRsl Line Probe Assay Shortens Time to Diagnosis of Extensively 
Drug-Resistant Tuberculosis in a High-Throughput Diagnostic Laboratory

Barnard M., et al. Am J Respir Crit Care Med 2012 Dec 15;186(12):1298-305 

516 smear-positive pulmonary and extrapulmonaryspecimens



Rapid Diagnosis of Drug Resistance to Fluoroquinolones, Amikacin, 
Capreomycin, Kanamycin and Ethambutol Using Genotype MTBDRsl
Assay: A Meta-Analysis Feng Y, et al. PLoS One. 2013;8(2):e55292.

Drug resistance to fluoroquinolones

Drug resistance to amikacin

Drug resistance to capreomycin

Drug resistance to kanamycin

Drug resistance to ethambutol

The lack of data did not allow for proper evaluation of the test on clinical specimens.



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



Test procedures 

Specimen Real-time PCR 
and Detection (3hr)

DNA 
Extraction (1hr*) 

• Sputum 

• Fresh Tissue 

• Culture 

• Bronchial washing 

*24 samples 

AnyplexTM II 
MTB/MDR/XDR Detection 



Result Interpretation and Clinical Implication 



Summary 

Highly informative product for the diagnosis and treatment of TB
Simultaneous screening of MTB infection and anti-TB drug resistance 

Product with extremely high specificity in drug resistance detection 
Direct and positive-based detection of mutations causing anti-TB drug resistance 
- 7 mutations causing Isoniazid resistance (INH-R) 
- 18 mutations causing Rifampicin resistance (RIF-R) 
- 7 mutations causing fluoroquinolone resistance (FQ-R) 
- 6 mutations causing injectable drug resistance 

Prominent specificity and sensitivity by proprietary oligo
technology (DPOTM) and real-time PCR chemistry (TOCETM) 

Simple-to-use system and simple-to-result 
interpretation system 

Comparably rapid system : Result in 4hrs 



TUBERCULIN SKIN TESTTUBERCULIN SKIN TEST
INTRADERMOREAZIONE TUBERCOLINICA SECONDO MANTOUXINTRADERMOREAZIONE TUBERCOLINICA SECONDO MANTOUX

Possibili risultati: ????Possibili risultati: ????

�� ReagentiReagenti::

�� Iniezione intradermica di Iniezione intradermica di 
5UI di PPD5UI di PPD ((Purified Protein Purified Protein 
Derivative) Derivative) comunementecomunemente
presentipresenti in in differentidifferenti
micobatterimicobatteri

((M. tuberculosis, BCG e M. tuberculosis, BCG e 
micobatterimicobatteri non non tubercolaritubercolari))

�� VariabilitVariabilitàà::

�� RiproducibilitRiproducibilitàà del testdel test

�� SoggettivitSoggettivitàà nellanella letturalettura
del  test del  test 

�� LogisticaLogistica

�� NecessitNecessitàà didi 2 2 visitevisite

�� RisultatiRisultati dopodopo 3 3 giornigiorni



TUBERCULIN SKIN TESTTUBERCULIN SKIN TEST
INTRADERMOREAZIONE TUBERCOLINICA SECONDO MANTOUXINTRADERMOREAZIONE TUBERCOLINICA SECONDO MANTOUX

POSITIVOPOSITIVO

NEGATIVONEGATIVO
POSSIBILIPOSSIBILI
RISULTATIRISULTATI

≥≥5 mm5 mm ≥≥10 mm10 mm ≥≥15 mm15 mm

<5 mm<5 mm <10 mm<10 mm <15 mm<15 mm



Candidates for Treatment of Latent Tuberculos is Infection (LTBI)
•Test only persons at high risk for tuberculosis infection.
•Support adherence to ensure successful treatment completion.
•Do not begin LTBI treatment until active TB disease (pulmonary and extrapulmonary) has been ruled out.

Pregnancy: Candidates for therapy per criteria in table should be treated during pregnancy if either HIV-infected or recently infected.

TreatTreatDo Not TreatDo Not TreatDo Not TreatNo risk factors (TB screening discouraged)

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not TreatChild or adolescent exposed to high-risk adults

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not TreatChild < 4 years of age

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not TreatHigh-risk clinical conditions5

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not TreatMycobacteria lab personnel4

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not Treat
Resident/employee of high-risk congregate setting or health care 
worker4

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not TreatInjection drug user

TreatTreatTreatDo Not TreatDo Not TreatForeign-born from (or extensive travel to) high-prevalence country3

TreatTreatTreatTreatDo Not TreatFibrotic changes on chest x-ray (old inactive TB)

TreatTreatTreatTreatDo Not TreatImmunosuppressed or organ transplant recipient

TreatTreatTreatTreatDo Not TreatHIV-infected

TreatTreatTreatTreatDo Not TreatRecent contact of infectious TB case

TreatTreatTreatTreatTreatImmunosuppressed and recent close contact 2

TreatTreatTreatTreatTreatHIV-infected and recent close contact 2

TreatTreatTreatTreatTreatChild < 5 years of age and recent close contact 2

≥≥ 15 mm15 mm≥≥ 10 mm10 mm≥≥ 5 mm5 mm< 5 mm< 5 mm

IGRA 
positive

Tuberculin Skin Test (TST) Result (Tuberculin Skin Test (TST) Result ( indurationinduration ))
Category of Person Tested



TUBERCULIN SKIN TESTTUBERCULIN SKIN TEST
INTRADERMOREAZIONE TUBERCOLINICA SECONDO MANTOUXINTRADERMOREAZIONE TUBERCOLINICA SECONDO MANTOUX

SENSIBILITYSENSIBILITY SPECIFICITYSPECIFICITY



Effetto della vaccinazione con BCG sul TSTEffetto della vaccinazione con BCG sul TSTEffetto della vaccinazione con BCG sul TSTEffetto della vaccinazione con BCG sul TST

�Analisi di 24 studi con N = 240,243 soggetti 

�Quando il BCG è somministrato nell’infanzia, 6% 
falsi-positivi nei risultati del TST a causa del BCG

�Quando il BCG è somministrato dopo l’infanzia, 
40% falsi-positivi a causa del BCG 



IGRAs

ANTIGENI:
ESAT-6, CFP-10

ANTIGENI:ANTIGENI:
ESATESAT--6, CFP6, CFP--1010

ANTIGENI:
ESAT-6, CFP-10, TB 7.7

ANTIGENI:ANTIGENI:
ESATESAT--6, CFP6, CFP--10, TB 7.710, TB 7.7



IFNIFNIFNIFN----γγγγ test e Cellule test e Cellule test e Cellule test e Cellule EffettriciEffettriciEffettriciEffettrici

� Le cellule T Le cellule T Le cellule T Le cellule T effettricieffettricieffettricieffettrici produconoproduconoproduconoproducono IFNIFNIFNIFN----γγγγ entroentroentroentro pochepochepochepoche ore ore ore ore 
dalladalladalladalla stimolazionestimolazionestimolazionestimolazione

� Le cellule T Le cellule T Le cellule T Le cellule T memoriamemoriamemoriamemoria devonodevonodevonodevono proliferareproliferareproliferareproliferare e e e e richiedonorichiedonorichiedonorichiedono pipipipiùùùù
didididi 24 ore prima 24 ore prima 24 ore prima 24 ore prima didididi unaunaunauna significativasignificativasignificativasignificativa produzioneproduzioneproduzioneproduzione didididi IFNIFNIFNIFN----γγγγ

� I test IGRA I test IGRA I test IGRA I test IGRA richiedonorichiedonorichiedonorichiedono unaunaunauna incubazioneincubazioneincubazioneincubazione inferioreinferioreinferioreinferiore allealleallealle 24 24 24 24 
ore ore ore ore 
⇒⇒⇒⇒LLLL’’’’IFNIFNIFNIFN----γγγγ vienevienevieneviene prodottoprodottoprodottoprodotto dalledalledalledalle cellule T cellule T cellule T cellule T effetricieffetricieffetricieffetrici



RaccogliereRaccogliereRaccogliereRaccogliere I I I I linfocitilinfocitilinfocitilinfociti usandousandousandousando i i i i 
tubitubitubitubi vacutainervacutainervacutainervacutainer BD CPT o BD CPT o BD CPT o BD CPT o 
llll’’’’estrazioneestrazioneestrazioneestrazione con con con con FicollFicollFicollFicoll....

AggiungereAggiungereAggiungereAggiungere i i i i linfocitilinfocitilinfocitilinfociti e e e e gligligligli
antigeniantigeniantigeniantigeni tubercolaritubercolaritubercolaritubercolari aiaiaiai pozzettipozzettipozzettipozzetti.    .    .    .    
I I I I linfocitilinfocitilinfocitilinfociti T T T T rilascianorilascianorilascianorilasciano IFNIFNIFNIFN----γγγγ....

LLLL’’’’ IFNIFNIFNIFN----γγγγ vienevienevieneviene catturatocatturatocatturatocatturato daglidaglidaglidagli
anticorpianticorpianticorpianticorpi....

Tecnologia di lavoro

IncubareIncubareIncubareIncubare, , , , lavarelavarelavarelavare edededed aggiungereaggiungereaggiungereaggiungere ilililil
coniugatoconiugatoconiugatoconiugato ((((anticorpianticorpianticorpianticorpi anti IFNanti IFNanti IFNanti IFN----γγγγ).).).).

AggiungereAggiungereAggiungereAggiungere ilililil substratosubstratosubstratosubstrato e e e e 
contarecontarecontarecontare gligligligli spot spot spot spot coloraticoloraticoloraticolorati in in in in 
ciascunciascunciascunciascun pozzettopozzettopozzettopozzetto....

CiascunoCiascunoCiascunoCiascuno spot spot spot spot costituiscecostituiscecostituiscecostituisce un un un un 
singolosingolosingolosingolo linfocitalinfocitalinfocitalinfocita T T T T chechecheche ha ha ha ha 
rilasciatorilasciatorilasciatorilasciato IFNIFNIFNIFN----γγγγ....



Dopo il prelievo di Dopo il prelievo di Dopo il prelievo di Dopo il prelievo di 
sangue capovolgere sangue capovolgere sangue capovolgere sangue capovolgere 
ripetutamente  i tubi per 5 ripetutamente  i tubi per 5 ripetutamente  i tubi per 5 ripetutamente  i tubi per 5 
sec.sec.sec.sec.

Appena possibile, ma Appena possibile, ma Appena possibile, ma Appena possibile, ma 
entro 16 h dal prelievo, entro 16 h dal prelievo, entro 16 h dal prelievo, entro 16 h dal prelievo, 
incubare i tubi a 37incubare i tubi a 37incubare i tubi a 37incubare i tubi a 37°°°°C per C per C per C per 
16161616----24h 24h 24h 24h 

Dopo incubazione i tubi Dopo incubazione i tubi Dopo incubazione i tubi Dopo incubazione i tubi 
sono stabili per 3 sono stabili per 3 sono stabili per 3 sono stabili per 3 gggggggg a T. a T. a T. a T. 
ambiente. Possibilitambiente. Possibilitambiente. Possibilitambiente. Possibilitàààà di di di di 
invio al laboratorioinvio al laboratorioinvio al laboratorioinvio al laboratorio

Aggiungere plasma e Aggiungere plasma e Aggiungere plasma e Aggiungere plasma e 
coniugato ed incubare coniugato ed incubare coniugato ed incubare coniugato ed incubare 
per 120 min. a T. per 120 min. a T. per 120 min. a T. per 120 min. a T. 
ambienteambienteambienteambiente

Lavare, aggiungere Lavare, aggiungere Lavare, aggiungere Lavare, aggiungere 
substrato ed incubare per substrato ed incubare per substrato ed incubare per substrato ed incubare per 
30 min. a T. ambiente30 min. a T. ambiente30 min. a T. ambiente30 min. a T. ambiente

Aggiungere la soluzione Aggiungere la soluzione Aggiungere la soluzione Aggiungere la soluzione 
di di di di stoppaggiostoppaggiostoppaggiostoppaggio e leggere e leggere e leggere e leggere 
llll’’’’assorbanzaassorbanzaassorbanzaassorbanza

Calcolare i risultati Calcolare i risultati Calcolare i risultati Calcolare i risultati 
usando il software usando il software usando il software usando il software 
specifico e stampare i specifico e stampare i specifico e stampare i specifico e stampare i 
referti.referti.referti.referti.

Centrifugare per 15 min.Centrifugare per 15 min.Centrifugare per 15 min.Centrifugare per 15 min.
Conservare il plasma per Conservare il plasma per Conservare il plasma per Conservare il plasma per 
8 settimane a 28 settimane a 28 settimane a 28 settimane a 2----8888°°°°C, per C, per C, per C, per 
anni a anni a anni a anni a ----20202020°°°°CCCC

AutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazioneAutomazione

Parte 1. Incubazione sangueParte 1. Incubazione sangueParte 1. Incubazione sangueParte 1. Incubazione sangue

Parte 2. INFParte 2. INFParte 2. INFParte 2. INF----γγγγ ELISAELISAELISAELISA

Passaggi PrincipaliPassaggi Principali



IndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminato<<<<<<<< 2020202020202020<<<<<<<< 666666660 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010

IndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminato≥≥≥≥≥≥≥≥ 2020202020202020≥≥≥≥≥≥≥≥ 6 o 6 o 6 o 6 o 6 o 6 o 6 o 6 o <<<<<<<< 66666666> 10> 10> 10> 10> 10> 10> 10> 10

NumeroNumeroNumeroNumeroNumeroNumeroNumeroNumero Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot 
ControlloControlloControlloControlloControlloControlloControlloControllo
NegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativo

NumeroNumeroNumeroNumeroNumeroNumeroNumeroNumero Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot 
ESATESATESATESATESATESATESATESAT--------6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 6 E/O CFP10 ––––––––

ControlloControlloControlloControlloControlloControlloControlloControllo NegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativo

ControlloControlloControlloControlloControlloControlloControlloControllo
PositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivo
(PHA)(PHA)(PHA)(PHA)(PHA)(PHA)(PHA)(PHA)

RisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultato

0 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 66666666 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o <<<<<<<< 2020202020202020 PositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivo

0 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010 <<<<<<<< 66666666 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 2020202020202020 NegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativo

0 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010 5 5 5 5 5 5 5 5 -------- 6 6 6 6 6 6 6 6 -------- 77777777 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 2020202020202020 BorderlineBorderlineBorderlineBorderlineBorderlineBorderlineBorderlineBorderline

INTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATI

IndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminato< 20< 20< 20< 20< 20< 20< 20< 20≤≤≤≤≤≤≤≤ 444444440 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010

IndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminato≥≥≥≥≥≥≥≥ 2020202020202020≥≥≥≥≥≥≥≥ 8 o 8 o 8 o 8 o 8 o 8 o 8 o 8 o ≤≤≤≤≤≤≤≤44444444> 10> 10> 10> 10> 10> 10> 10> 10
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0 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 88888888 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o 20 o <<<<<<<< 2020202020202020 PositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivo

0 0 0 0 0 0 0 0 -------- 1010101010101010 ≤≤≤≤≤≤≤≤ 44444444 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 2020202020202020 NegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativo



IndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminato< 0,50< 0,50< 0,50< 0,50< 0,50< 0,50< 0,50< 0,50< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 8< 8< 8< 8< 8< 8< 8< 8

IndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminatoIndeterminato≥≥≥≥≥≥≥≥ 0,500,500,500,500,500,500,500,50≥≥≥≥≥≥≥≥ 0,35 o < 0,350,35 o < 0,350,35 o < 0,350,35 o < 0,350,35 o < 0,350,35 o < 0,350,35 o < 0,350,35 o < 0,35> 8> 8> 8> 8> 8> 8> 8> 8

ControlloControlloControlloControlloControlloControlloControlloControllo
NegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativo

UI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/ml

AntigeniAntigeniAntigeniAntigeniAntigeniAntigeniAntigeniAntigeni TB TB TB TB TB TB TB TB 
ESATESATESATESATESATESATESATESAT--------6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 6 , CFP10 , TB7.7 ––

ControlloControlloControlloControlloControlloControlloControlloControllo negativonegativonegativonegativonegativonegativonegativonegativo
UI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/ml

ControlloControlloControlloControlloControlloControlloControlloControllo
PositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivo (PHA) (PHA) (PHA) (PHA) (PHA) (PHA) (PHA) (PHA) 

UI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/mlUI/ml
RisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultatoRisultato

< 8< 8< 8< 8< 8< 8< 8< 8 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 0,350,350,350,350,350,350,350,35 ≥≥≥≥≥≥≥≥ 0,50 o < 0,500,50 o < 0,500,50 o < 0,500,50 o < 0,500,50 o < 0,500,50 o < 0,500,50 o < 0,500,50 o < 0,50 PositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivoPositivo

< 8< 8< 8< 8< 8< 8< 8< 8 < 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35< 0,35 ≥≥≥≥≥≥≥≥0,500,500,500,500,500,500,500,50 NegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativoNegativo

INTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATIINTERPRETAZIONE RISULTATI



Evidence-based comparison of commercial interferon-gamma 
release assays for detecting active TB: a meta-analysis.

Diel R. et al. Chest 2010 Apr;137(4):952-68

PooledPooled SensitivitySensitivity = 81%= 81%QFT IT (19 studies)

T-SPOT.TB (17 studies) PooledPooled SensitivitySensitivity = 87,5%= 87,5%

QFT IT (5 studies) PooledPooled SpecificitySpecificity = 99%= 99%

T-SPOT.TB (3 studies) PooledPooled SpecificitySpecificity = 86%= 86%

PooledPooled SensitivitySensitivity = 70%= 70%TST (25 studies)

developed countries (13)

developing countries (6)

PooledPooled SensitivitySensitivity = 84%= 84%

PooledPooled SensitivitySensitivity = 74%= 74%



I TEST IGRA POSITIVI NON DISTINGUONO UNA  LTBI DA I TEST IGRA POSITIVI NON DISTINGUONO UNA  LTBI DA I TEST IGRA POSITIVI NON DISTINGUONO UNA  LTBI DA I TEST IGRA POSITIVI NON DISTINGUONO UNA  LTBI DA 
UNA MALATTIA ATTIVA, come la UNA MALATTIA ATTIVA, come la UNA MALATTIA ATTIVA, come la UNA MALATTIA ATTIVA, come la MantouxMantouxMantouxMantoux. . . . 

TEST IGRATEST IGRA

Sebbene i test IGRA abbiano dimostrato una buona Sebbene i test IGRA abbiano dimostrato una buona Sebbene i test IGRA abbiano dimostrato una buona Sebbene i test IGRA abbiano dimostrato una buona 
sensibilitsensibilitsensibilitsensibilitàààà, UN RISULTATO NEGATIVO NON ESCLUDE LA , UN RISULTATO NEGATIVO NON ESCLUDE LA , UN RISULTATO NEGATIVO NON ESCLUDE LA , UN RISULTATO NEGATIVO NON ESCLUDE LA 
POSSIBILITAPOSSIBILITAPOSSIBILITAPOSSIBILITA’’’’ CHE IL SOGGETTO IN ESAME POSSA CHE IL SOGGETTO IN ESAME POSSA CHE IL SOGGETTO IN ESAME POSSA CHE IL SOGGETTO IN ESAME POSSA 
AVERE UNA LTBI, e non deve mai essere utilizzato da solo AVERE UNA LTBI, e non deve mai essere utilizzato da solo AVERE UNA LTBI, e non deve mai essere utilizzato da solo AVERE UNA LTBI, e non deve mai essere utilizzato da solo 
per escludere la malattia tubercolare in persone con sintomi o per escludere la malattia tubercolare in persone con sintomi o per escludere la malattia tubercolare in persone con sintomi o per escludere la malattia tubercolare in persone con sintomi o 
segni compatibili con una TB attiva.segni compatibili con una TB attiva.segni compatibili con una TB attiva.segni compatibili con una TB attiva.



Evidence-based comparison of commercial interferon-gamma 
release assays for detecting active TB: a metaanalysis.

Diel R. et al. Chest 2010 Apr;137(4):952-68

The pooled rate of indeterminate results was:The pooled rate of indeterminate results was:

QFTQFTQFTQFTQFTQFTQFTQFT--------ITITITITITITITIT 2.1% 2.1% 2.1% 2.1% 2.1% 2.1% 2.1% 2.1% 

TTTTTTTT--------Spot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TB 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 3.8% 

ImmunosuppressedImmunosuppressedImmunosuppressedImmunosuppressedImmunosuppressedImmunosuppressedImmunosuppressedImmunosuppressed hostshostshostshostshostshostshostshosts

QFTQFTQFTQFTQFTQFTQFTQFT--------ITITITITITITITIT 4.4% 4.4% 4.4% 4.4% 4.4% 4.4% 4.4% 4.4% 

TTTTTTTT--------Spot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TBSpot.TB 6.1% 6.1% 6.1% 6.1% 6.1% 6.1% 6.1% 6.1% 

There is no doubt that indeterminate results for any of the There is no doubt that indeterminate results for any of the There is no doubt that indeterminate results for any of the There is no doubt that indeterminate results for any of the IGRAsIGRAsIGRAsIGRAs are largely are largely are largely are largely 
the result of two different factors: a high level of the result of two different factors: a high level of the result of two different factors: a high level of the result of two different factors: a high level of immunosuppressionimmunosuppressionimmunosuppressionimmunosuppression and/or  and/or  and/or  and/or  
technical error in blood collection and handling or technical error in blood collection and handling or technical error in blood collection and handling or technical error in blood collection and handling or assayassayassayassay performance.performance.performance.performance.



IFNIFNIFNIFN----γγγγ UI/mlUI/mlUI/mlUI/ml

0,000,000,000,00

0,150,150,150,15

0,350,350,350,35

0,500,500,500,50

1,001,001,001,00

27.03.200627.03.200627.03.200627.03.200627.03.200627.03.200627.03.200627.03.2006 15.12.200615.12.200615.12.200615.12.200615.12.200615.12.200615.12.200615.12.2006 29.03.200729.03.200729.03.200729.03.200729.03.200729.03.200729.03.200729.03.2007

0,080,080,080,080,080,080,080,08

0,870,870,870,870,870,870,870,87
0,610,610,610,610,610,610,610,61

0,010,010,010,010,010,010,010,01

TestTestTestTest

QFTQFTQFTQFTQFTQFTQFTQFT

Storie di vita vissutaStorie di vita vissutaStorie di vita vissutaStorie di vita vissutaStorie di vita vissutaStorie di vita vissutaStorie di vita vissutaStorie di vita vissuta
Cognome e Nome: Scarparo ClaudioCognome e Nome: Scarparo ClaudioCognome e Nome: Scarparo ClaudioCognome e Nome: Scarparo Claudio Dirigente Medico: U.O. di MicrobiologiaDirigente Medico: U.O. di MicrobiologiaDirigente Medico: U.O. di MicrobiologiaDirigente Medico: U.O. di Microbiologia

Data: 22.12.2006Data: 22.12.2006Data: 22.12.2006Data: 22.12.2006 Visita Visita Visita Visita pneumologicapneumologicapneumologicapneumologica NegativaNegativaNegativaNegativa

RxRxRxRx toracetoracetoracetorace NegativoNegativoNegativoNegativo

3 escreati per ricerca micobatteri3 escreati per ricerca micobatteri3 escreati per ricerca micobatteri3 escreati per ricerca micobatteri NegativiNegativiNegativiNegativi

16.05.200716.05.200716.05.200716.05.200716.05.200716.05.200716.05.200716.05.2007

QFT ITQFT ITQFT ITQFT ITQFT ITQFT ITQFT ITQFT IT



Interferon-gamma release assays for tuberculosis screening of
healthcare workers: a systematic review

Zwerling A. et al. Thorax. 2011 Jan 12. 



T-cell assay conversions and reversions among household contacts of
tuberculosis patients in rural India 

Pai M. et al. Int J Tuberc Lung Dis 2009. 13(1):84–92

QFT QFT QFT QFT conversionconversionconversionconversion
baseline IFN-γ < 0.35 IU/ml and follow-up IFN-γ ≥ 0.35 IU/ml 

(i.e., a negative to positive change, as recommended by the CDC).

QFT QFT QFT QFT conversionconversionconversionconversion
baseline IFN-γ < 0.35 IU/ml and follow-up IFN-γ ≥ 0.35 IU/ml 

(i.e., a negative to positive change, as recommended by the CDC).

QFT QFT QFT QFT reversionreversionreversionreversion
baseline IFN-γ > 0.35 and follow-up IFN-γ < 0.35 IU/ml.

QFT QFT QFT QFT reversionreversionreversionreversion
baseline IFN-γ > 0.35 and follow-up IFN-γ < 0.35 IU/ml.

TrueTrueTrueTrue conversionconversionconversionconversion::::
BaselineBaselineBaselineBaseline IFNIFNIFNIFN----γγγγ < 0.20 IU/ml < 0.20 IU/ml < 0.20 IU/ml < 0.20 IU/ml 
FollowFollowFollowFollow----up IFNup IFNup IFNup IFN----γγγγ ≥≥≥≥ 0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml

TrueTrueTrueTrue conversionconversionconversionconversion::::
BaselineBaselineBaselineBaseline IFNIFNIFNIFN----γγγγ < 0.20 IU/ml < 0.20 IU/ml < 0.20 IU/ml < 0.20 IU/ml 
FollowFollowFollowFollow----up IFNup IFNup IFNup IFN----γγγγ ≥≥≥≥ 0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml

TrueTrueTrueTrue reversionreversionreversionreversion::::
BaselineBaselineBaselineBaseline IFNIFNIFNIFN----γγγγ ≥≥≥≥ 0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml
FollowFollowFollowFollow----up IFNup IFNup IFNup IFN----γγγγ < 0.20 IU/ml< 0.20 IU/ml< 0.20 IU/ml< 0.20 IU/ml

TrueTrueTrueTrue reversionreversionreversionreversion::::
BaselineBaselineBaselineBaseline IFNIFNIFNIFN----γγγγ ≥≥≥≥ 0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml0.50 IU/ml
FollowFollowFollowFollow----up IFNup IFNup IFNup IFN----γγγγ < 0.20 IU/ml< 0.20 IU/ml< 0.20 IU/ml< 0.20 IU/ml

Borderline/Borderline/Borderline/Borderline/GreyGreyGreyGrey zone:zone:zone:zone:
IFNIFNIFNIFN----γγγγ 0.20 0.20 0.20 0.20 –––– 0,50 IU/ml0,50 IU/ml0,50 IU/ml0,50 IU/ml

Borderline/Borderline/Borderline/Borderline/GreyGreyGreyGrey zone:zone:zone:zone:
IFNIFNIFNIFN----γγγγ 0.20 0.20 0.20 0.20 –––– 0,50 IU/ml0,50 IU/ml0,50 IU/ml0,50 IU/ml
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How should I interpret an interferon gamma release assay result for
tuberculosis infection?
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