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Why Microscopy?

• Diagnose active TB

• Quick

• Cheap

• Still first choice in many 
resource limited 
settings

• Will detect NTMs if 
present

– Specificity for TB in 
endemic countries is 
high

• No information about 
susceptibility

• Quantification 

– ? Transmissibility

– No impact on treatment



15/03/2012

2

Steingart et al, Lancet Infectious Diseases 2006

Microscopy Sensitivity

Why a Reference Standard

• Accuracy of test

• Other “measurables”

– Cost effectiveness

– User friendliness

– Time

– Practicality
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Limits of Detection
• Liquid culture: 10‐100 cfu/mL

• Solid culture and automated 
NAAT: 50‐150 cfu/mL

• Line probe: 1 000‐10 000 
cfu/mL

• Microscopy: 10 000 cfu/mL

Anatomy of a Microscopy study
Investigator

Microscopy method A Microscopy method B

Reference Standard
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Microscopy method D

Reference Standard

Anatomy of a Microscopy study
Investigator

Microscopy method C

Microscopy method A
Microscopy method B

Sputum samples

Unconcentrated

ZN staining
Light microscopy

Auramine staining
LED microscopy

Auramine staining
Mercury lamp

Auramine staining
LED microscopy

Concentrated and 
decontaminated

Study Design
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Potential Reference Standards

• Microscopy

• NAATs

• Culture

• Clinical

Microscopy

• 4 different modalities

• Consider pos result in any sample equivalent 
to true pos

– Easy

– Assume no false positives 

– Difficult to compare to other studies

– True accuracy unknown

Direct 
ZN

Direct 
LED

Conc
MVL

Conc
LED

Any pos

No Pos 90 92 116 118 131

% 68,7 70,2 88,5 90,1
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Microscopy

• Blinded re‐
checking

• 2nd observer re‐
reads discordant 
slides 

Affolabi, IJTLD, 2010

NAATs

• Many available

• Automated 
– easiest, most reliable, most expensive

– Some still in development ‐ inappropriate as ref 
standard

• Non‐automated commercial
– Performance reasonable, expertise needed, cost

• In‐house
– Cheaper, more variable performance, expertise 
needed
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Culture
• Still most sensitive / 
specific gold standard

• Not perfect

• Solid or liquid?

• How many?

• Expense, infrastructure

• Operator dependent
 

Table 1: Comparison of the overall sensitivity of a single LJ culture, a single MGIT culture and a 
single, direct Xpert MTB/Rif test using the results of 3 smears and 4 cultures per patient as a 
reference standard.  

Patient group  Single LJ* Single MGIT* Single, direct Xpert † 
Smear‐positive, Culture‐positive   93.0% 

(1016/1092) 
97.7% 
(1104/1130) 

98.2%  
(551/561) 

Smear‐negative, Culture‐positive  69.3% 
(205/296) 

84.4% 
(276/327) 

72.5% 
(124/171) 

All Culture‐positive  88.0% 
(1221/1388) 

94.7% 
(1380/1457) 

92.2%  
(675/732) 

* Calculated as the proportion of individual cultures that agrees with the reference standard of 3 smears and 4 
cultures. Contaminated cultures are excluded. Patients with two valid cultures appear in the calculation twice. 
† Results are shown for the direct MTB/RIF test performed on unprocessed sputum. For details, see manuscript, 
table 2.  Boehme, NEJM 2010, online suppl

Clinical

• Not used in isolation

• Composite with culture / microscopy / NAAT 
etc
– Definite

– Possible / probable

– Not TB

• Potentially more robust

• More complex, challenging

• Out of realm of pure laboratory assessment
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Sputum samples

Unconcentrated

ZN staining
Light microscopy

Auramine staining
LED microscopy

Auramine staining
Mercury lamp

Auramine staining
LED microscopy

Concentrated and 
decontaminated

Liquid culture

Study Design

Other Good Intentions

• Different readers for each smear
– Difficult to maintain in routine lab

– Experience of reader important

• Blinding
– To culture – relatively easy

– To other smears – more difficult

• Reading different smears as opposed to re‐
staining / re‐reading same smear

• Rechecking of inconsistencies
– Realistic?
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LED Study Results

• 649 samples, single MGIT culture

• Exclude contaminated cultures (28) and NTMs (5)

Whitelaw, Peter ERJ 2011

Hierarchy (for microscopy)

• Culture 

• NAAT (preferably commercial, automated)

• Blind rechecking of microscopy

• Any positive microscopy
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THE END
THANK YOU


