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INTRODUZIONE 
La tubercolosi (TBC) è una malattia infettiva contagiosa con obbligo di notifica. L’infezione 
tubercolare può presentarsi in due forme distinte. Quando è accompagnata da sintomi di malattia 
prende il nome di tubercolosi, negli altri casi è indicata come infezione tubercolare latente.  
La TBC è curabile ma trattamenti inadeguati possono determinare lo sviluppo di resistenze che 
rendono la guarigione problematica.  
L’Italia è un paese a bassa endemia; da molti anni la prevalenza dei casi di TBC è <10/100.000 
abitanti; come in tutti i paesi a bassa endemia, i casi si concentrano nelle grandi aree urbane. 
 
ASPETTI CLINICI 
La TBC può colpire qualsiasi distretto dell’organismo, la forma più importante è quella polmonare, 
sia perché è di gran lunga la più frequente, sia perché è l’unica coinvolta nella diffusione del 
contagio. Il contagio si realizza mediante l’eliminazione dell’agente eziologico con i colpi di tosse, 
all’interno di goccioline di saliva; tali goccioline, una volta inalate, propagano l’infezione. Il 5% dei 
soggetti infettati sviluppa la malattia entro un paio di anni mentre il restante 95% include soggetti 
con risposta immunitaria ad antigeni specifici, sia che abbiano completamente eliminato il 
patogeno, sia che continuino ad ospitarlo in vari stadi di replicazione. Si parla in quest’ultimo caso 
di infezione tubercolare latente (ITL) in quanto i bacilli dormienti possono tornare, nell’arco della 
vita dell’ospite, allo stato virulento e determinare la comparsa di malattia; ciò si verifica in circa il 
5% dei soggetti con ITL.  
Le principali forme di TBC extra-polmonare possono interessare pleura, sistema nervoso, linfonodi, 
ossa, e apparato urogenitale. Esiste anche una forma disseminata nota come TBC miliare. 
I sintomi della tubercolosi includono febbre, sudorazioni notturne, perdita di peso e astenia; nella 
TBC polmonare la tosse è il sintomo più evidente e spesso si accompagna ad espettorazione, più 
raramente ad emottisi.  
Si considerano contagiosi i pazienti affetti da tubercolosi bacillifera delle vie respiratorie che 
eliminano con l’escreato micobatteri in carica così elevata da poter essere messi in evidenza con 
l’esame microscopico. Il rischio di contagio esiste anche nelle forme coltura-positive a bassa carica, 
che si presentano negative all’esame microscopico in quanto la carica batterica varia nel tempo. 
Non sono invece contagiosi i soggetti affetti da tubercolosi esclusivamente extra-polmonare. 
 
EZIOLOGIA  
Il principale agente eziologico della TBC è il Mycobacterium tuberculosis, ad esso si aggiungono gli 
altri membri del M. tuberculosis complex fra i quali i più frequentemente coinvolti sono M. bovis e 
M. africanum.  
I micobatteri, in virtù dell’alto contenuto lipidico della parete, possiedono una caratteristica 
tintoriale, nota come alcol-acido resistenza, che ne permette il riconoscimento all’osservazione 
microscopica. Anche la velocità di crescita in coltura, piuttosto lenta, li differenza dagli altri batteri. 
L’agente della TBC è un patogeno obbligato quindi il suo isolamento pone automaticamente la 
diagnosi di TBC. 
Altre specie patogene, non facenti parte del M. tuberculosis complex, sono Mycobacterium leprae 
e Mycobacterium ulcerans. Sono responsabili rispettivamente di lebbra ed ulcera di Buruli, 



patologie rarissime in Italia. Tutte le specie rimanenti, oltre 180, sono note come micobatteri non 
tubercolari (MNT) e comunemente si ritrovano nell’ambiente (acque e suolo). Molte di esse 
possono causare patologie nell’uomo dette micobatteriosi. L’ isolamento di MNT da campioni 
clinici non è necessariamente diagnostico di micobatteriosi dal momento che questi 
microrganismi, essendo opportunisti, causano malattia solo in ospiti con fattori predisponenti. 
 
DIAGNOSI DI TUBERCOLOSI ATTIVA 
Si basa su: presenza di sintomi, imaging (evidenza di opacità, versamento pleurico, cavitazioni o 
cambiamenti in radiografie seriali) ed indagini microbiologiche.  
La richiesta degli esami microbiologici è appropriata quando il sospetto clinico, basato su 
sintomatologia e radiologia, sia elevato. La richiesta in presenza di moderato sospetto clinico può 
essere giustificata soltanto nel caso di pazienti immunodepressi o pediatrici o in soggetti 
asintomatici contatti recenti di un caso di TBC. 
Il materiale sottoposto ad esame microbiologico deve provenire dalla sede della sospetta 
infezione. L’attendibilità del risultato dipende dalle modalità di raccolta, trasporto e conservazione 
(Allegato 1). 
Test microbiologici per TBC polmonare o laringea:  
Il bacillo tubercolare è un agente biologico di gruppo 3 (che può causare malattie gravi in soggetti 
umani e costituisce un serio rischio per i lavoratori; può propagarsi nella comunità, ma di norma 
sono disponibili efficaci misure profilattiche o terapeutiche). È pertanto necessario che particolare 
attenzione venga posta alla tutela della salute e alla sicurezza degli operatori sanitari (Allegato 2). 
Esame microscopico per la ricerca di bacilli alcol-acido resistenti. Da eseguirsi su tre campioni di 
espettorato concentrato (mediante centrifugazione) e colorato con colorazioni specifiche (Allegato 
3). La valutazione semiquantitativa della carica batterica è importante per determinare la 
contagiosità del paziente e per monitorare (in campioni consecutivi) la terapia. Il test è poco 
sensibile, in quanto cariche basse (<5000 BAAR/mL) non vengono rilevate, e poco specifico, in 
quanto non distingue le specie patogene dai MNT.  
Su due dei tre campioni inviati per fare diagnosi di TBC è fortemente raccomandata l’esecuzione di 
un test di amplificazione (Allegato 4). Un test di amplificazione negativo in presenza di microscopia 
positiva rende assai improbabile la diagnosi di TBC. Un test di amplificazione positivo in presenza 
di microscopia negativa può risultare diagnostico in presenza di elevato sospetto clinico. Un test di 
amplificazione negativo in presenza di microscopia negativa non esclude la diagnosi di TBC. 
Qualora il test di amplificazione abbia dato esito positivo e non includa il rilevamento della 
resistenza alla rifampicina, quest’ultimo deve essere eseguito (Allegato 5). In caso di rilevamento 
di resistenza alla rifampicina è consigliata anche la ricerca molecolare di resistenze ai farmaci di 
seconda linea. 
Per la coltura, da eseguire previa decontaminazione, è raccomandato l’impiego di terreni sia solidi 
che liquidi (Allegato 6). 
Eventuali bacilli alcol-acido resistenti cresciuti in coltura devono essere identificati preferibilmente 
con metodiche molecolari (Allegato 7). L’identificazione a livello di M. tuberculosis complex può 
essere eseguita anche usando un test immuno-cromatografico. 
Per i pazienti che non espettorano, o con microscopia negativa in presenza di sospetto elevato, è 
consigliata l’induzione dell’espettorato mediante aerosol con soluzione salina. Se l’espettorato 
indotto non è possibile può essere eseguita la broncoscopia seguita dalla raccolta di espettorato. 
In presenza di sospetto di TBC miliare, se l’espettorato indotto è negativo è consigliata la 
broncoscopia ed eventualmente la biopsia trans-bronchiale. 
Per i pazienti pediatrici non in grado di espettorare si può ricorrere al lavaggio gastrico su tre 
campioni. 



I principali test diagnostici per la TBC extrapolmonare includono: 
TBC del sistema nervoso centrale: TAC o RMN più esami microbiologici su biopsia o liquor;  
TBC linfonodale: ecografia, TAC o RMN più esami microbiologici su biopsia o agoaspirato;  
TBC pericardica: ecocardiogramma più esami microbiologici su biopsia o liquido pericardico;  
TBC gastrointestinale: ECO, TAC o laparoscopia più esami microbiologici su biopsia o liquido 
ascitico;  
TBC osteoarticolare: radiografia, TAC o RMN più esami microbiologici su biopsia o agoaspirato;  
TBC disseminata: ecografia, TAC o RMN più esami microbiologici su BOM, BAL, sangue, liquor;  
TBC cutanea: esami microbiologici su biopsia. 
 
Esame microscopico, colturale e amplificazione genica sono raccomandati anche per i campioni 
provenienti da sedi di sospetta TBC extra-polmonare. In tali campioni i falsi-positivi sono 
improbabili mentre i falsi-negativi sono molto frequenti.  
 
L’antibiogramma fenotipico è raccomandato per tutti i pazienti coltura-positivi. In caso di 
resistenza contemporanea a isoniazide e rifampicina è richiesta la valutazione della sensibilità 
anche ai farmaci di seconda linea (almeno amikacina, capreomicina, kanamicina e 
levofloxacina/moxifloxacina) (Allegato 8). 
La genotipizzazione del ceppo è raccomandata per tutti i pazienti coltura-positivi. 
 
LE MICOBATTERIOSI 
In pazienti con pneumopatia (cavitaria, nodulare o bronchiettasica) l’isolamento di MNT 
dall’escreato è significativo solo se ottenuto da almeno due campioni prelevati in giorni diversi e a 
condizione che possano essere escluse altre cause. Nel caso di una biopsia che mostri 
caratteristiche istopatologiche compatibili con micobatteriosi, l’isolamento di micobatteri non 
tubercolari dalla biopsia stessa od anche da un solo campione di espettorato o BAL è da 
considerare clinicamente significativo.  
L’isolamento da linfonodi, biopsie cutanee o osteo-articolari, e da sangue è invece sempre 
diagnostico. 
Per gli isolati a crescita rapida, clinicamente rilevanti, l’antibiogramma deve essere eseguito 
mediante determinazione della MIC in terreno liquido. Per le specie a crescita lenta esso può 
essere eseguito su antibiotici specifici solo nei casi in cui il trattamento, in base ai protocolli della 
letteratura, si sia rivelato inefficace (Allegato 8). 
 
TERAPIA 
Il numero dei farmaci disponibili per il trattamento della TBC è piuttosto limitato.  
I farmaci di prima linea, che vengono impiegati per il trattamento della TBC farmaco-sensibile, 
includono isoniazide (I), rifampicina (R), etambutolo (E) e pirazinamide (P). 
La terapia standard per la TBC sensibile ai farmaci prevede una fase intensiva di 2 mesi con R, I, E e 
P, ed una fase di mantenimento di quattro mesi con R ed I. È consigliato l’uso di pastiglie con 
associazione di farmaci a dose fissa.  
R e I sono i farmaci più attivi, la resistenza ad entrambi viene definita multifarmaco resistenza 
(MDR) e richiede trattamenti personalizzati con l’impiego di farmaci di seconda linea di provata 
efficacia. I principali farmaci di seconda linea includono chinoloni (levofloxacina e moxifloxacina) e 
iniettabili (amikacina, capreomicina e kanamicina). Nei pazienti con TBC-MDR non 
precedentemente trattati per TBC-MDR e per cui siano state escluse resistenze a chinoloni e 
iniettabili può essere utilizzato un regime breve (9-12 mesi) anziché il regime standard (20-24 
mesi).  



La TBC-MDR, se resistente anche a chinoloni ed iniettabili è definita XDR (resistenza estesa) ed ha 
un elevato tasso di mortalità. Per questi pazienti è possibile l’utilizzo di farmaci quali bedaquilina, 
delamanid e clofazimina. 
 
BIBLIOGRAFIA 
 
ECDC Handbook on TB laboratory diagnostic methods for the European Union. 2016. 

Migliori GB, Zellweger JP, Abubakar I, et al. European Union Standards for Tuberculosis care. 
Eur.Respir.J. 2012;39:807-19. 

Migliori G.B., Sotgiu G., Rosales-Klintz S., et al. European Union Standards for Tuberculosis care, 
2017 update. Eur.Respir.J. in press. 2017. 

Lönnroth K., Migliori G.B., Abubakar I., et al. Towards tuberculosis elimination: an action 
framework for low-incidence countries. Eur.Respir.J. 2015;45:928–952. 

Lewinsohn D.M., Leonard M.K., LoBue P.A., et al. Official American Thoracic Society/Infectious 
Diseases Society of America/Centers for Disease Control and Prevention Clinical Practice 
Guidelines: Diagnosis of Tuberculosis in Adults and Children. Clin.Infect.Dis. 2017;64:111–115. 

National Institute of Care and Health Excellence. Tuberculosis. NICE guideline. 2016. 
http://nice.org.uk/guidance/ng33 

Tortoli E., Piersimoni C., Scarparo C., Cirillo D. M., Frizzera E. Micobatteriologia Clinica. II Ed. 2013. 
C.E.A. Selecta Medica, Pavia. 

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Interpretive criteria for identification of 
bacteria and fungi by DNA target sequencing; approved guideline. MM18-A. 2008. CLSI, Wayne, 
PA. 

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Susceptibility testing of Mycobacteria, 
Nocardia and other Aerobic Actinomycetes. Approved standard. M24-A. 2003. NCCLS, Wayne, PA. 

 



 FASE PREANALITICA 
A cura del GLaMic, Gruppo di Lavoro Micobatteri (Claudio Piersimoni, Anna 

Camaggi, Daniela Cirillo, Danila Costa, Lanfranco Fattorini, Eliana Frizzera, Daniela 
Marchetti, Monica Pecorari, Federica Piana, Claudio Scarparo, Enrico Tortoli) 

 
La resa diagnostica dei test microbiologici dipende in larga misura dalla probabilità pre-test, 
ovvero dalla probabilità che il paziente in esame abbia realmente un’infezione dovuta al 
microrganismo oggetto della ricerca (16, 17).  
Perché la probabilità pre-test di una malattia da micobatteri sia sufficientemente elevata è 
necessario che:  
• in caso di localizzazione polmonare, siano presenti:  

- sintomi tipici (tosse, febbre e sudorazioni notturne di durata superiore alle 3 settimane, 
accompagnate o meno da emottisi) oppure sintomi compatibili (espettorazione, calo ponderale);  

- associazione con quadri radiologici del torace caratteristici (lesioni cavitarie o nodulari, 
infiltrati alveolari o interstiziali localizzati prevalentemente ai lobi superiori o al segmento apicale 
del lobo inferiore), oppure con quadri radiologici compatibili (adenopatia ilare, addensamenti 
simil-pneumonitici, atelettasia, versamento pleurico, bronchiectasie) (7, 20) oppure con il 
rilevamento, all’esame TAC del torace, di noduli centrolobulari con aspetto di “albero in fiore” 
(18);  
• in caso di localizzazione extrapolmonare, siano presenti:  

- segni e sintomi localizzati associati a diagnostica per immagini compatibile con infezione 
da micobatteri (8).  
Importanti eccezioni riguardano:  
• i pazienti gravemente immunodepressi (in particolare HIV-positivi), che possono presentare gravi 
forme polmonari anche in assenza di lesioni radiologiche (19);  
• i pazienti pediatrici (<10 anni di età), nei quali si può avere scarsa sintomatologia clinica 
associata a opacità polmonari e adenopatia ilare (26). In ogni caso il materiale da inviare in 
laboratorio deve essere prelevato dal distretto corporeo sede della sospetta infezione, anche nel 
caso in cui sia necessario adottare procedure invasive (Tab. 1).  
L’attendibilità dei risultati dipende dalle modalità con cui i campioni sono stati raccolti, trasportati 
e conservati.  
RACCOLTA DEI CAMPIONI  
La raccolta del materiale deve essere effettuata:  
• prima dell’inizio della terapia antibiotica; è tuttavia possibile inviare campioni successivi per il 
follow-up del paziente in terapia;  
• in modo sterile, per evitare contaminazioni;  
• in quantità adeguata, per evitare falsi negativi;  
• in un numero adeguato di campioni, per evitare falsi negativi;  
• evitando, ove possibile, l’uso di tamponi;  
• utilizzando contenitori monouso sterili, con tappo a vite;  
• senza l’aggiunta di conservanti o fissativi;  
• facendo attenzione a non contaminare la superficie esterna del contenitore con il materiale 
biologico.  



Il contenitore deve essere contrassegnato con un’etichetta indicante i dati anagrafici del paziente, 
il tipo di materiale, la sede di prelievo, la data e l’ora di raccolta; ad esso deve essere allegato, 
separatamente, il modulo di richiesta compilato in ogni sua parte. Le indicazioni sulla modalità di 
raccolta dei micobatteri sono riportate nella Tabella 1.  
La localizzazione di gran lunga più frequente delle infezioni micobatteriche è quella polmonare, 
pertanto la maggioranza dei campioni è rappresentata da materiale di origine respiratoria. 
Espettorato Il campione deve essere raccolto di primo mattino (25); l’utilizzo di campioni raccolti 
in momenti successivi della giornata, riduce sensibilmente la resa diagnostica (21). Al fine di 
ottenere un campione adeguato per qualità e quantità è preferibile che il paziente sia assistito da 
personale qualificato durante la raccolta (1, 12). L’espettorato deve provenire dalle basse vie 
aeree, espulso con un colpo di tosse. Il campione non deve essere costituito da saliva o 
contaminato da secrezioni naso-faringee e la quantità non deve essere inferiore a 5 mL. La raccolta 
nello stesso contenitore di escreati prelevati in momenti diversi non è accettabile. Sebbene alcuni 
studi suggeriscano che due campioni danno risultati soddisfacenti (15) la maggior parte delle linee 
guida raccomanda l’invio in laboratorio di 3 campioni raccolti in giorni diversi possibilmente 
consecutivi (14).  
Espettorato indotto Se il paziente ha difficoltà nell’espettorare spontaneamente si può ricorrere 
all’induzione facendogli inspirare, lentamente e profondamente per un periodo di 15-20 minuti, 
un aerosol di soluzione salina ipertonica generato sterilmente da un nebulizzatore ultrasonico (13, 
24). Per evitare rischi di trasmissione nosocomiale, l’induzione aerosolica deve essere eseguita in 
condizioni di isolamento respiratorio. La procedura per la raccolta dell’espettorato indotto è ben 
tollerata da tutti i pazienti, bambini inclusi. Poiché l’aspetto dell’espettorato indotto è quasi 
sempre salivare, si raccomanda di segnalare al laboratorio la natura del materiale, per evitare che 
possa essere considerato non idoneo. Nonostante questa modalità di raccolta sia poco utilizzata 
nella pratica clinica in Italia, numerosi studi hanno dimostrato che ha una resa diagnostica 
superiore all’aspirato gastrico (13) e pari, o addirittura superiore, a quella dei materiali raccolti 
mediante broncoscopia (1, 3, 5). L’escreato indotto risulta vantaggioso rispetto alla broncoscopia 
anche dal punto di vista del rapporto costo/beneficio (7).  
Broncoaspirato, lavaggio bronco-alveolare, aspirato trans-tracheale I campioni prelevati tramite 
broncoscopia sono diventati oggi i materiali respiratori più frequentemente utilizzati dopo gli 
espettorati. Tale ricerca è giustificata solo nel caso in cui la ricerca su escreato abbia dato esito 
negativo, in particolare in pazienti con lesioni cavitarie o infiltrati polmonari, e nei soggetti 
immunodepressi sia in presenza che in assenza di anormalità radiologiche del polmone. La resa 
diagnostica del broncolavaggio è superiore a quella dell’aspirato gastrico (11), ma uguale, o 
lievemente inferiore, a quella dell’escreato e dell’escreato indotto (5). Una buona resa diagnostica 
caratterizza i campioni di escreato raccolti subito dopo l’esecuzione della broncoscopia. Il volume 
del prelievo di broncoaspirato e lavaggio bronco-alveolare non deve essere inferiore a 3 mL (6). I 
broncoscopi devono essere disinfettati accuratamente per evitare cross-contaminazioni.  
Aspirato gastrico e string test L’aspirato gastrico, riservato ai casi in cui il paziente non sia in grado 
di espettorare spontaneamente o dopo induzione aerosolica, è il più comunemente impiegato nei 
bambini. Va eseguito al mattino, quando il paziente è a digiuno da almeno otto ore, utilizzando 25-
50 mL di acqua distillata sterile. La procedura, eseguita in 3 giorni consecutivi, richiede 
l’ospedalizzazione del paziente e la disponibilità di ambienti idonei all’isolamento respiratorio ed è 
controindicata in bambini affetti da diatesi emorragiche o con basso numero di piastrine. Il pH del 
campione deve essere neutralizzato entro un’ora dal prelievo, aggiungendo all’aspirato 100 mg di 



carbonato di sodio. Lo string test consiste nel far inghiottire al paziente una capsula di gel 
attaccata a un filo di nylon (HDC Corporation, Ca, USA). Nello stomaco, la capsula di gel viene 
dissolta dal succo gastrico consentendo al filo posto al suo interno di aderire alle secrezioni 
gastriche. Dopo 4 ore il filo viene recuperato e lavato con 1-2 mL di soluzione fisiologica (2). Lo 
string test non è invasivo e si è dimostrato più efficace dell’escreato indotto in adulti HIV-positivi 
con tubercolosi polmonare e in bambini di età superiore ai 4 anni.  
Liquidi cavitari I materiali contenuti in raccolte chiuse, quali liquido pleurico, pericardico, 
sinoviale, ascitico e peritoneale, devono essere prelevati usando tecniche di aspirazione o 
procedure chirurgiche più complesse. Devono essere usate provette con anticoagulante, poiché il 
liquido prodotto nel corso di una reazione infiammatoria (essudato) può contenere fibrinogeno. 
Dato che l’EDTA è tossico per i micobatteri e l’eparina può inibire la Taq polimerasi, 
l’anticoagulante di riferimento è il citrato trisodico. Il volume consigliato è di 15 mL (6). 
L’espettorato indotto si è dimostrato più efficace del liquido pleurico e inferiore alla sola biopsia 
pleurica, per la diagnosi microbiologica di pleurite tubercolare (2, 9). Nei pazienti 
immunocompetenti con pleurite tubercolare diagnosticata istologicamente, la coltura del liquido 
pleurico è positiva in meno del 40% dei casi, mentre tale percentuale risulta molto più elevata nel 
caso in cui il campione venga prelevato da un empiema pleurico. Infatti la pleurite è 
prevalentemente reattiva nel primo caso, mentre è sicuramente legata alla presenza dell’agente 
eziologico nel secondo. Stando così le cose, la coltura del liquido pleurico dovrebbe essere 
richiesta basandosi sulla presenza di fattori predittivi di malattia tubercolare, quali un forte 
sospetto clinico, una pleurite meta-pneumonica o un empiema pleurico (2).  
Liquido cefalo-rachidiano (liquor) Occorre prelevarne il massimo volume possibile. Per un esame 
adeguato sono necessari non meno di 2-3 mL (6). Nel caso in cui non si possa disporre della 
quantità indicata, i test debbono essere eseguiti a partire da quello di maggiore sensibilità 
indipendentemente dalla richiesta del clinico. Si eseguirà per prima la coltura sul solo terreno 
liquido (il solido non è sufficientemente sensibile), poi l’amplificazione genica e, per ultima, la 
microscopia. Nel caso in cui si disponga di un quantitativo di 10 mL o più, il campione può essere 
ultracentrifugato risospendendo il sedimento nel volume necessario, oppure può essere 
ultrafiltrato attraverso membrana (0,45 μ). Dopo la filtrazione, la membrana viene rimossa 
asetticamente e posta in 2 mL di soluzione fisiologica per 2 ore, dopo di che il liquido può essere 
utilizzato per tutte le procedure microbiologiche.  
Materiali necrotico-purulenti Fatta eccezione per i casi di drenaggio spontaneo (tragitti fistolosi 
da linfonodi colliquati o apertura all’esterno di raccolte ascessuali), i materiali necrotico-purulenti 
vengono raccolti tramite agoaspirato transcutaneo. La tecnica dell’agoaspirato può essere 
applicata anche a linfonodi o a masse localizzate in sede mediastinica, endoaddominale e/o 
retroperitoneale, eseguendo il prelievo in corso di broncoscopia o di endoscopia dell’apparato 
digerente (3,4). L’uso del tampone deve essere limitato ai casi in cui il prelievo con siringa non sia 
possibile; in tali casi si stempera il materiale prelevato dalla lesione in 2-3 mL di soluzione 
fisiologica sterile, ripetendo l’operazione più volte fino ad ottenere un campione piuttosto denso. I 
materiali raccolti mediante tamponi posti in terreno di trasporto agarizzato non sono idonei (6).  
Urine Dopo pulizia accurata dei genitali esterni, si raccolgono almeno 50 mL di urina includendo 
anche il primo mitto (6); la modalità di raccolta mediante mitto intermedio è sconsigliata. È 
raccomandato l’invio di 3 campioni della prima urina del mattino raccolti in giorni consecutivi. In 
alternativa il prelievo può essere effettuato mediante cateterizzazione o con puntura sovrapubica. 
La raccolta delle 24 ore o le urine da sacca non sono utilizzabili a causa della frequenza con cui si 



verificano contaminazioni. Pazienti sottoposti ad antibioticoterapia ad ampio spettro possono 
eliminare con le urine sostanze capaci di inibire o ritardare la crescita dei micobatteri (in 
particolare i chinoloni). L’isolamento di Mycobacterium tuberculosis nelle urine non 
necessariamente indica tubercolosi dell’apparato urinario; tale isolamento si può infatti avere 
anche in corso di tubercolosi polmonare con estese lesioni cavitarie, di miliare o di tubercolosi 
generalizzata (pazienti HIV-positivi). Ciò che consente di correlare l’isolamento di M. tuberculosis 
con la diagnosi clinica di tubercolosi urinaria è l’associazione, sempre presente, di piuria/ematuria 
e/o sintomatologia d’organo. Sarebbe pertanto buona prassi eseguire la ricerca di micobatteri 
nelle urine solo nei casi di sospetta tubercolosi urinaria (presenza di piuria e/o ematuria), 
preferendo negli altri casi i campioni respiratori o il sangue.  
Feci Occorre raccogliere una piccola quantità di feci (pari al volume di una noce) e porla in un 
contenitore sterile, prestando attenzione a non contaminarlo esternamente. Non è possibile 
utilizzare tamponi rettali. La ricerca dei micobatteri su campioni di feci non è raccomandata, può 
essere tuttavia utilizzata per la diagnosi di tubercolosi polmonare in pazienti anziani che, non 
riuscendo ad espettorare, deglutiscono l’escreato; essa dovrebbe essere preventivamente 
concordata con il clinico (6). Per la diagnosi di tubercolosi dell’apparato gastrointestinale si 
raccomanda il ricorso al prelievo bioptico (3).  
Biopsie o prelievi operatori I tessuti devono essere posti in contenitori sterili senza conservanti o 
fissativi; in nessun caso i frammenti devono essere avvolti in garza. Occorre aggiungere soluzione 
salina sterile in quantità sufficiente da evitare l’essiccamento dei campioni di piccole dimensioni. 
Poiché si tratta di campioni ottenuti tramite procedure invasive e che rivestono un ruolo 
diagnostico insostituibile, è necessario attivarsi per evitare che al momento del prelievo anche la 
parte da inviare alla microbiologia sia posta erroneamente in formalina, come quella destinata 
all’anatomia patologica. Nel sospetto di micobatteriosi disseminata e in assenza di segni di 
localizzazione si può eseguire una biopsia epatica. Nel caso di sospetta tubercolosi genitale 
femminile il materiale di elezione è l’endometrio ottenuto mediante raschiamento.  
Materiale da lesioni cutanee La raccolta mediante tampone deve essere limitata ai casi in cui non 
è possibile eseguire biopsia o agoaspirato. Nelle ulcere si deve raccogliere il campione alla 
periferia della lesione. I materiali raccolti mediante tamponi con terreno di trasporto agarizzato 
non sono idonei (6).  
Sangue e midollo emopoietico Sangue e midollo osseo costituiscono i materiali d’elezione per la 
diagnosi delle forme disseminate (10). Si devono inviare in laboratorio non meno di due e non più 
di tre campioni raccolti a distanza di mezz’ora l’uno dall’altro, indipendentemente dall’andamento 
febbrile. Per il prelievo di sangue periferico occorre disinfettare la cute con le stesse modalità delle 
emocolture tradizionali. È possibile effettuare il prelievo direttamente nel flacone di coltura nel 
caso in cui si impieghino sistemi che prevedono flaconi dedicati. Il prelievo con provette Isolator 
(Oxoid) deve essere effettuato in tutti gli altri casi, miscelando per inversione le provette 
immediatamente dopo il prelievo. Il sistema Isolator si basa sulla “lisi-centrifugazione” e permette 
di seminare i campioni di sangue, o di midollo emopoietico, come un qualsiasi altro materiale 
sterile (6). Nel paziente adulto si devono raccogliere, nella provetta Isolator 10, 10 mL di sangue; 
per i pazienti pediatrici sono invece sufficienti 1,5 mL nella provetta Isolator 1.5. Non possono 
essere utilizzate provette con EDTA, dato che può inibire la crescita dei micobatteri.  
MODALITÀ DI CONSERVAZIONE E TRASPORTO 
I campioni dovrebbero essere processati entro poche ore dal momento del loro arrivo in 
laboratorio; la conservazione è tuttavia possibile a +4°C per un massimo di 2 giorni, periodo per il 



quale è preservata la vitalità dei micobatteri. Fanno eccezione le emocolture che vanno conservate 
a temperatura ambiente. 
Il congelamento dei campioni è da evitare poiché può diminuire la carica dei micobatteri vitali. 
Il trasporto al laboratorio deve essere il più rapido possibile.  
Per la spedizione si devono seguire le modalità previste dalla Circolare dei Ministero della Salute n° 
3 dell’8 maggio 2003. Utili indicazioni sono anche contenute in: Spedizione sicura di campioni e 
materiali infetti. In: Manuale di biosicurezza in laboratorio. Annali dell’Istituto Superiore di Sanità. 
Supplemento al n° 2, vol. 31, pag. 44-49, 1995. 
Idoneità dei campioni 
Campioni non idonei o pervenuti in quantità insufficiente non dovrebbero essere accettati, 
segnalando al clinico i motivi del rifiuto. Tali campioni dovrebbero essere tuttavia conservati per 
almeno 2 giorni per fornire al clinico l'opportunità di richiederne, in via eccezionale, il trattamento 
nel caso di impossibilità di raccogliere un campione adeguato. 
  



Tabella 1. SPECIFICHE PER LA RACCOLTA DI CAMPIONI BIOLOGICI PER LA RICERCA DI 
MICOBATTERI (23) 
TIPO DI CAMPIONE REQUISITI ISTRUZIONI 

SPECIFICHE 
NON IDONEI 

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

Neutralizzazione con 
carbonato di sodio 

Campioni non 
neutralizzati 

Broncoaspirato, 
lavaggio bronco-
alveolare, aspirato 
trans tracheale 

≥3 mL Disinfezione accurata 
del broncoscopio 

 

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

Istruire il paziente su 
come espettorare 

Saliva, pool di 
campioni 

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

Specificare che si 
tratta di espettorato 
indotto 

 

Feci ≥1 g in contenitore 
senza conservanti 

Per la diagnosi di TBC 
intestinale ricorrere 
alla biopsia 

 

Linfonodo Linfonodo, o porzione 
di esso, in contenitore 
senza fissativo o 
conservante 

Aggiungere una 
piccola quantità di 
fisiologica sterile 

Campioni in formalina 
o altri fissativi, 
campioni inclusi in 
paraffina 

Liquidi cavitari: 
pleurico, pericardico, 
peritoneale 

10-15 mL in provetta 
sterile con citrato 
trisodico 

Per la diagnosi di 
pleurite tubercolare 
sono più indicati 
biopsia pleurica e 
espettorato indotto 

 

Liquor  ≥2 mL   
Materiale da lesione 
cutanea 

La quantità massima 
possibile 

Se non è possibile 
eseguire il prelievo 
con siringa o biopsia 
utilizzare tamponi 
senza terreno di 
trasporto 

Tampone con terreno 
di trasporto 

Materiale necrotico-
ascessuale 

La quantità massima 
possibile in siringa con 
copriago 

Se non è possibile 
eseguire il prelievo 
con siringa o biopsia 
utilizzare tamponi 
senza terreno di 
trasporto e inserirli in 
contenitori con una 
piccola quantità di 
fisiologica sterile 

 



Midollo emopoietico La quantità massima 
possibile 
direttamente nel 
flacone da 
emocoltura, o in 
provetta con eparina, 
o in provetta Isolator 

 Campione coagulato o 
raccolto con EDTA 

Tessuto o biopsia ≥ 1 g in contenitore 
senza fissativo o 
conservante 

Aggiungere una 
piccola quantità di 
fisiologica sterile 

Campioni in formalina 
o altri fissativi, 
campioni inclusi in 
paraffina 

Sangue mestruale Alcuni mL raccolti in 
provetta con eparina 
al 2°-3° giorno del 
flusso mestruale 

Preferibilmente 
eseguire curettage 
dell’endometrio 

Campione coagulato 

Sangue periferico Direttamente nel 
flacone da 
emocoltura, o in 
provetta con eparina, 
o in provetta Isolator 

2 o 3 capioni prelevati 
a distanza di 30 min 
indipendentemente 
dall’andamento 
febbrile 

Campione coagulato o 
raccolto con EDTA 

Urina  Prima urina del 
mattino (almeno 50 
mL), ottenuta anche 
mediante catetere, 
per 3 giorni 
consecutivi 

Il mitto intermedio è 
sconsigliato 

Urina delle 24 h, urina 
da sacca, volumi 
inferiori a 50 mL 
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LA SICUREZZA NEL LABORATORIO DI MICOBATTERIOLOGIA 
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Il laboratorio di micobatteriologia costituisce un ambiente di lavoro dove, per la pericolosità dei 
materiali processati, le attrezzature usate e la complessità delle attività che vi si svolgono, deve 
essere posta una particolare attenzione alla tutela della salute e alla sicurezza degli operatori 
sanitari.  
Il Decreto Legislativo N° 81 del 9 aprile 2008, che raccoglie le direttive riguardanti la sicurezza ed i 
principi base per le misure di prevenzione e di protezione del rischio di incidenti ed infortuni 
nell’ambiente di lavoro, contiene nel titolo VIII le norme riguardanti il rischio di esposizione ad 
agenti biologici e classifica Mycobacterium tuberculosis nel gruppo 3 (Tabella 1). Nell’allegato XII 
vengono inoltre elencate le specifiche per le misure di contenimento (Tabella 2). 
L’alta infettività di M. tuberculosis è correlata alla bassa dose infettante nell’uomo (50% della dose 
infettante <10 bacilli). L’incidenza dell’infezione tubercolare, fra il personale di laboratorio, è 
stimata essere da tre a cinque volte maggiore di quella di un individuo che svolge un qualsiasi altro 
lavoro. 
La formazione di aerosol, in seguito alla manipolazione di campioni o colture, è il più importante 
fattore di rischio di infezione da M. tuberculosis per il personale di laboratorio. L’infezione può 
verificarsi anche attraverso lesioni o ferite cutanee. Il contatto diretto con la cute o con le mucose, 
l’ingestione o l’accidentale inoculo parenterale rappresentano i principali rischi di laboratorio 
associati alla manipolazione di materiali o colture contenenti micobatteri non tubercolari. 
L’infezione è correlata alla concentrazione e alla virulenza dell’agente infettante, alla via di 
esposizione e alla ricettività dell’ospite. Vengono riportate di seguito le vie di penetrazione e le 
relative attività lavorative che possono esporre al rischio di infezione. 
Modalità di contagio 
Inalazione: attività lavorative che generano aerosol. 
Uso di anse. Strisciare l’ansa su un terreno di coltura, soprattutto se la superficie è ruvida, 
stendere del materiale sulla superficie di un vetrino, raffreddare un’ansa di metallo nel terreno di 
coltura, flambare un’ansa. Uso improprio delle pipette. Mescolare sospensioni batteriche, 
scaricare la pipetta su una superficie rigida. Uso di aghi e siringhe. Espellere aria da tubi o bottiglie 
contenenti colture, ritirare l’ago dal tappo in gomma di un flacone, separare l’ago dalla siringa 
sotto pressione. Centrifugazione di materiale infetto, soprattutto quando si verifica un danno ai 
contenitori. Uso di miscelatori, omogeneizzatori, sonicatori, agitatori e vortex su campioni clinici o 
colture. Travaso di liquidi contenenti materiale infetto. Aprire contenitori dei terreni di coltura, 
liofilizzare e filtrare sotto vuoto.  
Gli aerosol contaminano persone, superfici, strumenti e canali di aerazione. 
Ingestione: attività lavorative correlate alla trasmissione orale. 
Pipettare a bocca. Porre materiale contaminato, o dita, in bocca. Mangiare, bere, usare rossetto o 
fumare nelle aree di lavoro.  
Inoculazione: attività correlate a trasmissione intravenosa diretta o sottocutanea. 
Manipolare aghi e siringhe. Maneggiare vetri rotti, bisturi e altri oggetti appuntiti o taglienti 
Inoculazione: attività correlate alla contaminazione della cute e delle mucose. 
Schizzare o rovesciare materiale infetto negli occhi, bocca, naso e sulla pelle. Esporre cute non 
intatta a materiale contaminato. Lavorare su superfici contaminate. Maneggiare equipaggiamento 



contaminato. Manipolare non correttamente campioni o colture con anse, aghi da inoculo o 
tamponi. 
Procedure e pratiche microbiologiche standard  
Una corretta tecnica microbiologica e l’adozione di precauzioni universali sono essenziali per la 
sicurezza in laboratorio. Tutti i campioni biologici devono essere considerati infetti e devono 
pervenire in laboratorio in contenitori di sicurezza, ben separati dall’eventuale modulo di richiesta. 
Il personale di laboratorio deve avere una specifica preparazione nella manipolazione di materiali 
contenenti micobatteri e deve indossare guanti e barriere di protezione facciale per prevenire la 
possibilità di contaminazione da schizzi di materiale. È fondamentale lavare le mani dopo aver 
maneggiato materiali infetti e prima di lasciare il laboratorio. Nelle aree di lavoro deve essere 
vietato fumare, consumare cibo e bevande, conservare alimenti nei frigoriferi e applicare 
cosmetici, portare oggetti alla bocca. Le persone che portano lenti a contatto devono munirsi di 
occhiali di protezione o barriere di protezione facciale. Il laboratorio va tenuto pulito, in ordine e 
sgombro da qualsiasi oggetto non pertinente al lavoro. Minimizzare tutte le procedure che 
possono creare aerosol (vedi sopra). Le superfici di lavoro devono essere decontaminate dopo 
qualsiasi versamento di materiali potenzialmente pericolosi ed alla fine di ogni giorno di lavoro. 
Tutti i campioni, le colture e i materiali contaminati devono essere sterilizzati prima di essere 
eliminati o, se riutilizzabili, prima di essere sottoposti a lavaggio (con soluzione acquosa di 
ipoclorito di sodio per uso domestico diluita al 10% o altro disinfettante equivalente). Tutto il 
materiale da eliminare deve essere posto in sacchi di plastica a tenuta per essere autoclavati o 
inceneriti sul posto. I rifiuti destinati ad essere rimossi dal laboratorio devono essere posti in 
contenitori rigidi a tenuta. 
Pratiche speciali 
Sulla porta del laboratorio di micobatteriologia deve essere esposto il simbolo internazionale di 
rischio biologico. L’accesso alle aree del laboratorio deve essere limitato alle persone autorizzate, 
che possiedano i necessari requisiti per l’ammissione. Le porte del laboratorio vanno tenute chiuse 
durante il lavoro. Aghi e siringhe non devono essere usati come sostituti delle pipette nella 
manipolazione di fluidi infetti. In particolare gli aghi non devono essere reincapucciati, piegati o 
rimossi, ma depositati in appositi contenitori resistenti alla perforazione. Se necessario, usare 
siringhe ad ago fisso o con punte luer-lock. Il fissaggio dei vetrini può non uccidere tutti i 
micobatteri eventualmente presenti sulla superficie e devono essere maneggiati con cura. Per 
essere certi che vengano uccisi tutti i micobatteri occorre aggiungere un’uguale volume di 
ipoclorito di sodio al 5% (candeggina per uso domestico) al campione biologico prima della 
preparazione del vetrino, ovviamente il campione così trattato non sarà utilizzabile per la coltura. 
In caso di incidenti con sversamenti di colture micobatteriche è necessario evacuare l’area 
chiudendo le porte, ed attendere almeno 30 min per permettere all’aerosol di depositarsi. Per 
rientrare nella stanza  sarà necessario dotarsi di maschera dotata di filtri ad alta efficienza. Il 
materiale sversato dovrà essere assorbito e disinfettato appena possibile (soluzione acquosa di 
ipoclorito di sodio, derivati del fenolo al 2.5 - 5%, alcool isopropilico al 70% o altra soluzione 
efficace). Devono essere presenti procedure scritte per il trattamento degli sversamenti di 
materiali infetti. Deve essere tenuta una registrazione scritta di tutti gli incidenti avvenuti in 
laboratorio. È raccomandata la decontaminazione periodica del laboratorio. 
Gli strumenti di laboratorio che necessitano di riparazione devono essere decontaminati e puliti 
prima dell’intervento dei tecnici addetti alla manutenzione o riparazione o prima di essere inviati 
alle case costruttrici per eventuali riparazioni o restituzioni; in caso contrario devono essere 
contrassegnati con il simbolo di rischio biologico. Devono esistere indicazioni scritte riguardo ai 
disinfettanti usare per i vari scopi e la diluizione raccomandata per ciascuno di essi. In tutte quelle 
procedure che comportino il rischio di contatto accidentale con sangue e materiali infetti, devono 



essere indossati guanti adeguati. Dopo l’uso, i guanti contaminati devono essere eliminati e mai 
riutilizzati, le mani devono essere lavate.  
E’ prescritta la sorveglianza sanitaria da parte del medico competente, che preveda appropriate 
misure di valutazione, monitoraggio ed eventualmente di trattamento, degli operatori esposti a 
rischio. 
 
Equipaggiamento di biosicurezza raccomandato 
Cappe di sicurezza biologica a flusso laminare tipo II, da usarsi ogni qualvolta si eseguano 
operazioni che possono liberare aerosol con conseguente rischio di infezione per via aerea, come 
apertura di contenitori dopo centrifugazione, miscelazione, agitazione, sonicazione e apertura di 
contenitori di materiali infetti. È di fondamentale importanza non ostruire la griglia di aspirazione 
del piano di lavoro con fogli, teli o apparecchiature. Le cappe di sicurezza proteggono dall’aerosol 
ma non dalla contaminazione cutanea. Per ogni cappa di sicurezza deve essere previsto un 
programma periodico di disinfezione, manutenzione e sostituzione dei filtri, con relativa 
registrazione. 
Centrifughe refrigerate, dotate di contenitori a tenuta, in grado di contenere l’aerosol prodotto in 
caso di rottura di una provetta. Le provette ed i provettoni per centrifuga devono avere tappi a 
vite. I contenitori devono essere aperti in cappa di sicurezza biologica. I contenitori, i rotori e 
l’interno delle centrifughe devono essere decontaminati regolarmente. 
Prepipette per evitare di pipettare a bocca. Sono preferibili le pipette Pasteur in plastica anzichè in 
vetro o l’utilizzo di pipettatori automatici.  
Sterilizza-anse elettrico, per ridurre la formazione di aerosol. Le anse possono essere infisse in un 
contenitore con sabbia ed una soluzione di fenolo al 5% o di alcool al 95% per rimuovere l’eccesso 
di inoculo prima dell’incenerimento. Sono preferibili comunque le anse monouso in plastica.  
Barriere di protezione facciale (occhiali, maschera o visiera protettiva) necessarie per la 
manipolazione di materiali infetti fuori dalla cappa di sicurezza biologica.  
Provette e bottiglie con tappo a vite per conservare campioni e colture.  
Autoclave per sterilizzare i materiali contaminati.  
Durante il lavoro devono essere indossati indumenti monouso quali camici chiusi anteriormente, 
copricapi, copriscarpe. Questi indumenti non vanno indossati in aree diverse dal laboratorio. Gli 
indumenti contaminati devono essere decontaminati con metodi appropriati prima di essere 
lavati. Gli indumenti di laboratorio non vanno tenuti negli stessi armadi degli abiti normali. 
Il datore di lavoro e/o il direttore del laboratorio, il responsabile della sicurezza, il medico 
competente ed i dirigenti devono informare gli operatori dei rischi specifici ai quali sono esposti ed 
istruirli sulle misure di sicurezza. Devono inoltre assicurare la fornitura di strutture, strumentazioni 
e materiali adeguati e sorvegliare sul loro corretto utilizzo. 
Deve essere adottato un manuale operativo e di sicurezza che identifichi i rischi effettivi e che 
riporti linee guida e protocolli per minimizzare o eliminare questi rischi. Le attrezzature 
dovrebbero essere progettate in modo tale da prevenire o limitare i contatti fra l’operatore e il 
materiale infetto. Devono esser prodotte con materiali impermeabili ai liquidi e resistenti alla 
corrosione. Devono inoltre soddisfare determinati requisiti strutturali: esser prive di punte o 
spigoli taglienti e di parti in movimento non protette, garantire semplicità d’uso e manutenzione, 
di pulizia e di decontaminazione. 
I sistemi di sicurezza devono comprendere un sistema antincendio, un impianto elettrico di 
continuità, docce di emergenza e dotazioni per il lavaggio oculare. 
Alla base della maggior parte dei rischi in laboratorio si trova l’errore umano, per mancanza di 
pratica, di informazione, distrazione o eccesso di confidenza; compromettendo l’efficacia delle 
migliori misure di sicurezza e delle apparecchiature destinate alla protezione dell’operatore. Sono 



oggi disponibili conoscenze tecniche e strumentali che consentono di prevenire la maggior parte 
delle infezioni in laboratorio. 
Una corretta progettazione strutturale del laboratorio e apparecchiature appropriate consentono 
di ridurre notevolmente il rischio di infezione in laboratorio, ed è quindi importante la loro 
corrispondenza funzionale con i criteri di sicurezza dettati dalla legislazione vigente. Pur non 
esistendo requisiti specifici per la ventilazione, questa dovrebbe essere regolata per consentire 
diversi ricambi d’aria ogni ora, con temperature tra 20 e 23°C e umidità dell’aria del 50-60%. L’aria 
dovrebbe poter essere estratta mediante filtri HEPA ed avere la possibilità di estrazione completa 
terminale ed immissione all’esterno dell’aria filtrata. Se non esiste aerazione meccanica, le finestre 
devono essere apribili e, preferibilmente, dotate di reti contro gli insetti.  
Il laboratorio di contenimento 3 
Un laboratorio di contenimento 3 comprende almeno un’anticamera e un laboratorio P3 vero e 
proprio. L’anticamera è a pressione negativa rispetto all’ambiente esterno ed il laboratorio è a 
pressione negativa rispetto all’anticamera. I ricambi di aria dovrebbero essere circa 10/ha. Nel 
laboratorio generalmente una parte dell’aria ricircolata e la rimanente viene riversata all’esterno; 
tutta l’aria viene comunque filtrata mediante filtri HEPA. Tutte le porte sono munite di finestra di 
ispezione. L’autoclave è passante, ha cioè lo sportello di ingresso nel laboratorio e quello di uscita 
nell’anticamera. Nell’anticamera deve esser presente un pannello per la misurazione della 
depressione dell’anticamera rispetto all’esterno e del laboratorio rispetto all’anticamera. Vi si 
trovano anche il registro di accesso al laboratorio e l’elenco delle persone autorizzate a lavorarvi. È  
anche disponibile un manuale operativo di sicurezza che riporta le operazioni da effettuare sia 
nella routine lavorativa che in caso di incidente. Sulla porta esterna è esposto il simbolo 
internazionale di rischio biologico. Le porte esterna ed interna non possono mai essere aperte 
contemporaneamente. 
Il laboratorio P3 contiene solitamente una o più cappe biologiche di classe II, una centrifuga 
refrigerata munita di contenitori di provette chiusi (anti-aerosol), termostati ed apparecchiature 
varie nonché un telefono. 
Il laboratorio dovrebbe prevedere un sistema di disinfezione ambientale da impiegare a seguito di 
incidenti gravi ed anche a scadenze periodiche. 
Il laboratorio P3, così come le apparecchiature contenute al suo interno, è sottoposto a controlli 
periodici (ogni 6 mesi) da parte di ditte specializzate.  
Gli operatori del laboratorio P3 devono indossare indumenti monouso quali camici con apertura 
posteriore, doppi guanti, sovrascarpe, mascherine tipo FFP2 con efficienza del 95% per particelle 
di 0.3 um di diametro (TB respiratory protection program in health care facilities, National 
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) 1999, http://www.cdc.gov/niosh/99-
143.html, e Guidelines for prevention of tuberculosis in health care Facilities in resource-limited 
settings, WHO/TB/99.269). Prima di uscire dal laboratorio P3 viene tolto il primo paio di guanti 
mentre i rimanenti dispositivi vengono eliminati nell’anticamera. 
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Tabella 1. Classificazione degli agenti biologici a seconda del rischio di infezione (D.L. 626/94). 
Gruppo 1. agente che presenta poche probabilità di causare malattia in soggetti umani. 
Gruppo 2. agente che può causare malattie in soggetti umani e costituire un rischio per i 
lavoratori; è poco probabile che si propaghi nella comunità; sono di norma disponibili efficaci 
misure profilattiche o terapeutiche. 
Gruppo 3. agente che può causare malattie gravi in soggetti umani e costituisce un serio rischio 
per i lavoratori; l’agente biologico può propagarsi nella comunità, ma di norma sono disponibili 
efficaci misure profilattiche o terapeutiche. 
Gruppo 4. agente biologico che può provocare malattie gravi in soggetti umani e costituisce un 
serio rischio per i lavoratori e può presentare un elevato rischio di propagazione nella comunità; 
non sono disponibili, di norma, efficaci misure profilattiche o terapeutiche. 
 
Tabella 2. Specifiche sulle misure di contenimento e sui livelli di contenimento 
Misure di contenimento  Livello di contenimento 3 
La zona di lavoro deve essere separata da 
qualsiasi altra attività nello stesso edificio 

Raccomandato 

L'aria immessa nella zona di lavoro e l'aria 
estratta devono essere filtrate attraverso un 
ultrafiltro (HEPA) o un filtro simile 

Si, sull'aria estratta 

L'accesso deve essere limitato alle persone 
autorizzate 

Si 

La zona di lavoro deve poter essere chiusa a 
tenuta per consentire la disinfezione 

Raccomandato 

Specifiche procedure di disinfezione Si 
La zona di lavoro deve essere mantenuta ad 
una pressione negativa rispetto a quella 
atmosferica 

Raccomandato 

Controllo efficace dei vettori, ad esempio, 
roditori ed insetti 

Si 

Superficie idrorepellenti e di facile pulitura o Si, per il banco di lavoro, l'arredo e il paviment 
Superfici resistenti agli acidi, agli alcali, ai 
solventi, ai disinfettanti 

Si 

Deposito sicuro per agenti biologici Si 
Finestra di ispezione o altro dispositivo che 
permetta di vederne gli occupanti  

Raccomandato 

I laboratori devono contenere l'attrezzatura a 
loro necessaria  

Raccomandato 

I materiali infetti, compresi gli animali, devono 
essere manipolati in cabine di sicurezza, 
isolatori o altri adeguati contenitori 

Si, quando l'infezione è veicolata dall'aria 

Inceneritori per l'eliminazione delle carcasse di 
animali Si (disponibile) 

Si (disponibile) 

Mezzi e procedure per il trattamento dei rifiuti Si 
Trattamento delle acque reflue Facoltativo 
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L’esame microscopico è un test diagnostico rapido ed economico che rappresenta un importante 
aiuto per il clinico. I limiti principali del metodo sono costituiti dalla scarsa sensibilità, risulta infatti 
positivo solo in presenza di un numero elevato di micobatteri nel campione, e la scarsa specificità 
(4, 6), dal momento che le proprietà tintoriali dei micobatteri sono comuni anche ad altri 
microrganismi. Ne consegue che all’esame microscopico deve sempre essere abbinato l’esame 
colturale. Nonostante l’avvento di metodiche molecolari ugualmente rapide e certamente più 
sensibili e specifiche le principali linee-guida internazionali continuano ad annoverarlo fra i test da 
eseguire sistematicamente (1, 5).  
I micobatteri sono microrganismi difficilmente colorabili a causa della presenza dell’elevato 
contenuto lipidico della parete batterica. Questa caratteristica fa sì che, diversamente dalla grande 
maggioranza dei batteri, i micobatteri si colorino poco o per nulla con la colorazione di Gram, 
mentre sono in grado di legare stabilmente alcuni coloranti in soluzione fenolica, trattenendoli 
anche se sottoposti a un trattamento di decolorazione molto energico eseguito con una miscela di 
acido forte e alcol. Tale proprietà è conosciuta come alcol-acido-resistenza.  
La colorazione per la ricerca di bacilli alcol-acido-resistenti (BAAR), oltre che sui campioni clinici di 
soggetti con sospetta infezione micobatterica, può essere eseguita su colture con presenza di 
crescita. È possibile effettuare la ricerca microscopica di micobatteri su qualsiasi materiale 
biologico con la sola eccezione del sangue, in cui l’eventuale carica batterica è solitamente 
inferiore alla soglia di sensibilità del metodo. Sui campioni clinici l’esame microscopico eseguito 
direttamente, cioè senza concentrazione mediante centrifugazione, è sconsigliato, dal momento 
che riduce ulteriormente la già bassa sensibilità del test.  
Tutte le procedure vanno eseguite in cappa di sicurezza Biohazard di classe II (1, 7). È bene inoltre 
ricordare che la fissazione non garantisce che tutti i micobatteri siano non più vitali.  
Per l’esecuzione dello striscio:  
• utilizzare vetrini nuovi e ben sgrassati, opportunamente contrassegnati con l’identificativo del 
campione;  
• trasferire una porzione del campione sul vetrino utilizzando un’ansa o una pipetta. Distribuire il 
materiale su una superficie di approssimativamente 1,5x2 cm, facendo attenzione che il preparato 
non risulti eccessivamente spesso o sottile:  

- per i campioni concentrati (tramite centrifugazione per 15 minuti a 3000 x g oppure mediante 
citocentrifugazione) utilizzare una o due gocce di sedimento;  

- qualora si parta da campioni clinici non concentrati occorre selezionare il materiale delle aree 
necrotico-purulente;  

- per i campioni di liquido cefalo-rachidiano, depositare al centro del vetrino una goccia del 
pellet e lasciare asciugare all’aria. Ripetere questa operazione quattro volte, ponendo la nuova 
goccia sulla precedente una volta che questa si è asciugata (1). Può essere utile delimitare sul 
vetrino, con matita vetrografica, il luogo del deposito per facilitarne il ritrovamento al momento 
della lettura;  
• lasciare asciugare all’aria;  
• per il fissaggio dei vetrini utilizzare uno dei metodi seguenti: 

- su piastra riscaldante (65°-75°C) per almeno due ore;  



- 3-4  passaggi alla fiamma ossidante (blu o incolore) di un becco Bunsen; 
- immersione in metanolo assoluto per almeno un minuto (è da tenere presente che l’utilizzo 

della stessa vaschetta per più vetrini può essere causa di contaminazioni crociate).  
Per la ricerca dei bacilli alcol-acido-resistenti possono essere utilizzati, come coloranti primari, la 
carbolfucsina (colorazioni di Ziehl-Neelsen e di Kinyoun) oppure i fluorocromi (colorazione con 
auramina e sue varianti). Le colorazioni con carbolfucsina permettono di evidenziare in maniera 
ottimale le caratteristiche morfologiche dei microrganismi e sono caratterizzate da maggiore 
specificità rispetto a quelle con fluorocromi, in confronto alle quali, tuttavia, richiedono un tempo 
di osservazione maggiore. La lettura dei preparati con fluorocromi richiede un microscopio a 
fluorescenza e una maggior esperienza da parte dell’operatore, ma comporta una sensibilità 
maggiore dato che, utilizzando ingrandimenti minori, permette, a parità di tempo, l’osservazione 
di aree più vaste del preparato (1-5). Il microscopico a fluorescenza può essere sostituito dal 
microscopio a LED, altrettanto valido e molto più economico. Si consiglia la colorazione con 
carbolfucsina per i laboratori aventi un basso carico di lavoro, mentre la colorazione con 
fluorocromi è raccomandata quando la routine superi i 5 vetrini al giorno. I reagenti per le 
colorazioni possono essere preparati in laboratorio; prodotti di buona qualità pronti all’uso sono 
tuttavia facilmente reperibili in commercio. In questi ultimi anni si è diffuso anche l’uso di 
coloratori automatici. 
COLORAZIONE DI ZIEHL-NEELSEN (CARBOLFUCSINA A CALDO)  
Tutte le operazioni vanno eseguite sotto cappa chimica.  
Reagenti:  
• fucsina basica fenicata (carbolfucsina) di Ziehl: preparare una soluzione contenente 0,3 g di 
fucsina basica in 10 mL di etanolo al 95%. Dissolvere 5 g di fenolo cristallizzato in 100 mL di acqua 
distillata (se necessario scaldare leggermente per aiutare la dissoluzione). Mescolare i 10 mL della 
soluzione di fucsina con 90 mL della soluzione acquosa di fenolo. Stabile a temperatura ambiente 
per almeno tre mesi;  
• decolorante: aggiungere lentamente 3 mL di acido cloridrico concentrato a 97 mL di etanolo al 
95%. Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi;  
• colorante di contrasto: sciogliere 0,3 g di blu di metilene cloruro in 100 mL di acqua distillata. 
Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi.  
Procedimento:  
• coprire il vetrino con carbolfucsina di Ziehl. Scaldare lentamente, fino alla formazione dei primi 
vapori, passando sotto il vetrino la fiamma di un batuffolo di cotone impregnato di alcol. Colorare 
per 5 minuti aggiungendo, se necessario, nuovo colorante in modo che il preparato rimanga 
costantemente coperto. NB. I vapori che si sviluppano sono tossici;  
• lavare con acqua di fonte;  
• decolorare con la miscela acido-alcol effettuando due o più passaggi della durata di 30 secondi, 
fino a quando nel liquido di lavaggio non vi è più traccia di colorante;  
• sciacquare il vetrino con acqua di fonte;  
• colorare con blu di metilene per almeno 30 secondi;  
• lavare con acqua di fonte e scolare i vetrini;  
• asciugare all’aria.  
L’osservazione microscopica viene effettuata con obbiettivo 100x, ad immersione. I microrganismi 
alcol-acido-resistenti appaiono di colore rosso, gli altri batteri e lo sfondo di colore azzurro-blu.  
COLORAZIONE DI KINYOUN (CARBOLFUCSINA A FREDDO)  
Tutte le operazioni vanno eseguite sotto cappa chimica.  
Reagenti:  



• fucsina basica fenicata (carbolfucsina) di Kinyoun: preparare una soluzione contenente 4 g di 
fucsina basica in 20 mL di etanolo al 95%; aggiungere 100 mL di acqua distillata in cui siano stati 
sciolti a caldo 9 g di fenolo in cristalli. Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi;  
• decolorante: aggiungere lentamente 3 mL di acido cloridrico concentrato a 97 mL di etanolo al 
95%. Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi;  
• colorante di contrasto: sciogliere 0,3 g di blu di metilene cloruro in 100 mL di acqua distillata. 
Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi.  
Procedimento:  
• coprire il vetrino con carbolfucsina di Kinyoun. Colorare per cinque minuti;  
• lavare con acqua di fonte;  
• decolorare con la miscela acido-alcol effettuando due o più passaggi della durata di 30 secondi, 
fino a quando nel liquido di lavaggio non vi sia più traccia di colorante;  
• lavare con acqua di fonte;  
• colorare con blu di metilene per almeno 30 secondi;  
• lavare con acqua di fonte e scolare i vetrini;  
• asciugare all’aria.  
L’osservazione microscopica viene effettuata con obbiettivo 100x, ad immersione. I microrganismi 
alcol-acido-resistenti appaiono di colore rosso, gli altri batteri e lo sfondo di colore azzurro-blu.  
COLORAZIONE FLUOROCROMICA CON AURAMINA E SUE VARIANTI  
Reagenti:  
• auramina: preparare una soluzione contenente 0,1 g di auramina O basica in 10 mL di etanolo al 
95%; aggiungerla a 87 mL di acqua distillata nella quale siano stati sciolti 3 g di fenolo in cristalli. 
Stabile a temperatura ambiente, al buio in bottiglia scura, per almeno tre mesi;  
• decolorante: aggiungere 0,5 mL di acido cloridrico (HCl) concentrato a 100 mL di etanolo al 70%. 
Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi;  
• colorante di contrasto: sciogliere 0,5 g di permanganato di potassio (KMnO4) in 100 mL di acqua 
distillata. Stabile a temperatura ambiente per almeno tre mesi.  
Procedimento:  
• coprire il vetrino con auramina, colorare per 15 minuti senza riscaldare;  
• lavare con acqua di fonte;  
• decolorare con la miscela acido-alcol per 2 minuti;  
• lavare con acqua di fonte;  
• colorare con permanganato di potassio per non più di 2 minuti. Se lasciato agire più a lungo, il 
permanganato di potassio può legarsi all’auramina attenuando così la fluorescenza di eventuali 
bacilli alcol-acido-resistenti;  
• lavare con acqua di fonte e scolare i vetrini;  
• asciugare all’aria.  
L’osservazione microscopica va effettuata entro 24 ore (la fluorescenza decade nel tempo); in caso 
di lettura ritardata conservare i vetrini al buio alla temperatura di 2-4 °C.  
L’osservazione dei vetrini viene effettuata utilizzando un microscopio a fluorescenza dotato di 
lampada a vapori di mercurio o un microscopio a LED; si utilizzano obbiettivi da 30-50x. I 
microrganismi alcol-acido-resistenti appaiono fluorescenti in giallo-arancio contro lo sfondo scuro. 
Varianti della colorazione fluorocromica usano, come colorante primario, una miscela di auramina 
O e rodamina, che dà ai micobatteri un aspetto dorato, o, come colorante secondario, l’arancio di 
acridina, che produce uno sfondo rosso tendente all’arancio. Nei casi dubbi è possibile 
sovracolorare con carbolfucsina, senza previa decolorazione, un preparato già colorato con 
fluorocromi.  



La alcol-acido-resistenza non è una proprietà tintoriale esclusiva dei micobatteri. Altri batteri che, 
analogamente ai micobatteri, contengono acidi micolici nella parete, possono mostrare vari gradi 
di alcol-acido-resistenza (Nocardia spp., Rhodococcus spp., Corynebacterium spp., Gordonia spp., 
Tsukamurella spp.). Anche Legionella micdadei, cisti di Cryptosporidium spp. e Cyclospora spp. 
sono dotati di alcol-acido-resistenza (6). La principale limitazione dell’esame microscopico è la sua 
scarsa sensibilità, che oscilla fra il 22% e il 78% di quella dell’esame colturale. Essa dipende dal 
microrganismo, dal metodo di colorazione e dall’esperienza del microscopista. Anche utilizzando le 
tecniche di concentrazione, la soglia di positività microscopica rimane comunque alta (1.000-
10.000 micobatteri per mL di materiale patologico) (1, 4, 6), di gran lunga superiore a quella 
dell’esame colturale (10-100/mL) (4, 6). L’esame microscopico non fornisce alcuna informazione 
riguardo alla vitalità dei micobatteri osservati; non deve quindi stupire il reperto, in pazienti in 
terapia, di colture negative da campioni positivi all’esame microscopico. Il reperto di microscopia 
positiva ed esame colturale negativo può dipendere tuttavia anche dal fatto che alcune specie 
(tipico esempio Mycobacterium bovis) non sempre riescono a crescere sui comuni terreni di 
coltura.  
CONTROLLI DI QUALITÀ  
Vetrini di controllo dovrebbero essere allestiti quotidianamente e comunque allo scopo di 
verificare la corretta performance delle procedure. La verifica è tanto più importante quanto 
minore è il numero di campioni esaminati dal laboratorio. I controlli vanno letti e verificati prima di 
procedere all’osservazione microscopica dei campioni clinici. Escherichia coli e Mycobacterium 
gordonae (1) sono comunemente usati rispettivamente come controllo negativo e positivo. I 
controlli possono essere preparati a partire da una sospensione dei microrganismi di densità pari 
allo standard n.1 della scala McFarland, trasferendo una goccia sulla superficie di un vetrino, 
lasciando asciugare all’aria e procedendo poi come per gli altri preparati.  
La congruità dei referti di microscopia può essere verificata valutando:  
• il trend della percentuale dei campioni microscopico-positivi rispetto al numero totale delle 
colture (un abbassamento significativo può essere indice di problemi di colorazione);  
• la presenza di campioni consecutivi, non provenienti dallo stesso paziente, positivi all’esame 
microscopico (possibile cross-contaminazione);  
• il trend della percentuale dei campioni di escreato microscopicamente positivi con coltura 
negativa (un innalzamento significativo può essere imputabile a cross-contaminazione in fase di 
colorazione);  
• il numero di campioni negativi alla microscopia che abbiano mostrato una crescita abbondante 
in terreno solido (un numero elevato è indice di microscopia inefficiente) (1).  
Per i laboratori di micobatteriologia è prevista la partecipazione a un programma esterno di 
qualità per ogni aspetto della diagnostica erogata.  
Fra i programmi di proficiency disponibili si segnalano 
• Institute for Standardization and Documentation in the Medical Laboratory (INSTAND), 
Düsseldorf (Germania) (http://www.instand-ev.de), spedisce 12 campioni all’anno recapitati in 
due invii. I vetrini arrivano già strisciati e debbono essere fissati, colorati e refertati con modalità 
semiquantitativa. I tempi di risposta sono piuttosto ristretti (una settimana circa).  
• UK National External Quality Assessment Service for Microbiology (NEQAS), London (UK) 
(http://www.ukneqasmicro.org.uk), è distribuito in Italia da Oxoid. Il programma NEQAS spedisce 
3 volte l’anno 4 vetrini strisciati che debbono essere fissati, colorati e successivamente refertati 
con modalità qualitativa (presenza/assenza di bacilli alcol-acido-resistenti). La deadline per l’invio 
delle risposte è di circa un mese.  
• Bio-development s.r.l. (Bio-dev), Milano (http://www.biodev.com), spedisce 4 volte l’anno un 
vetrino strisciato e fissato al calore che deve essere colorato e refertato qualitativamente 



(presenza/ assenza di bacilli alcol-acido-resistenti). La deadline per l’invio delle risposte è di circa 
un mese.  
OSSERVAZIONE MICROSCOPICA  
Si suggerisce di esaminare il vetrino osservando un numero adeguato di campi microscopici prima 
di considerarlo negativo (circa 80 campi usando la microscopia a fluorescenza e 300 campi usando 
la microscopia ottica a immersione) (1, 3). Il metodo di lettura deve garantire l’osservazione di una 
parte significativa del campione eseguendo una serie di passaggi lungo gli assi maggiore e minore 
del preparato (1). I micobatteri tubercolari appaiono come bastoncelli lunghi e sottili (2-8x0,5 μm), 
talvolta ricurvi, isolati o più spesso riuniti in gruppetti. Talvolta possono presentare un aspetto 
bandeggiato con zone scarsamente colorate o del tutto prive di colore. Alcune specie di 
micobatteri non tubercolari hanno un aspetto microscopico pleomorfo che può andare dalle 
forme coccoidi a quelle allungate. Raramente possono osservarsi micobatteri ramificati, più spesso 
tale morfologia è riferibile a presenza di Nocardia sp. Qualora, in preparati allestiti da colture in 
terreno liquido, si osservino fasci serpentiformi alcol-acido-resistenti formati da numerosi bacilli 
allineati in lunghe file parallele (cordoni), la presenza di Mycobacterium tuberculosis è da ritenersi 
altamente probabile; un aspetto simile può essere eventualmente osservato solo in presenza di 
Mycobacterum chelonae o di Mycobacterium ulcerans (6).  
È stato stimato che per mantenere la necessaria competenza nell’osservazione microscopica sia 
necessario esaminare non meno di 15 vetrini a settimana. Se il carico di lavoro cade sotto questa 
soglia, si consiglia di inviare i campioni a un laboratorio di livello superiore (1).  
REFERTAZIONE  
L’esame microscopico ha un tempo di refertazione massimo di 24 ore lavorative a partire 
dall’arrivo del campione in laboratorio (1). La positività microscopica di pazienti non noti deve 
essere comunicata in modo tempestivo al clinico (telefonicamente o via fax) per permettere 
l’immediato isolamento del paziente, la cui contagiosità è direttamente proporzionale al numero 
di bacilli evidenziati. L’esame negativo va refertato come: “Negativo per bacilli alcol-acido-
resistenti”; quello positivo deve essere refertato, in base al tipo di colorazione utilizzata e al 
numero di bacilli alcol-acido resistenti presenti nei campi microscopici osservati a diversi 
ingrandimenti, come indicato nello schema riportato in tabella 1 (1, 4, 6).  
 
 
TABELLA 1. SCHEMA DI REFERTAZIONE DELL’ESAME MICROSCOPICO 
BAAR OSSERVATI PER COLORAZIONE A BASE DI: REFERTO 
CARBOLFUXINA 
Obbiettivo 100x 

AURAMINA 
Obbiettivo 20x 

AURAMINA 
Obbiettivo 40x 

 

0 0 0 Negativo  
1-2 per 300 campi 1-2 per 30 campi 1-2 per 70 campi Rari BAAR  
1-9 per 100 campi 1-9 per 10 campi 2-18 per 50 campi Positivo + 
1-9 per 10 campi 1-9 per campo 4-36 per 10 campi Positivo ++ 
1-9 per campo 10-90 per campo 4-36 per campo Positivo +++ 
>9 per campo >90 per campo >36 per campo Positivo ++++ 
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La necessità di disporre di un test rapido per la diagnosi di tubercolosi ha portato allo sviluppo 
delle tecniche di amplificazione mirate alla ricerca di Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) 
direttamente nei campioni clinici, sia respiratori che extrapolmonari. Queste tecniche sono 
diventate oggi parte integrante della diagnostica microbiologica della tubercolosi. Esse 
permettono di rilevare sequenze nucleotidiche bersaglio caratteristiche di MTC, mediante 
l’amplificazione del loro numero, dal momento che, in poche ore, è possibile ottenerne milioni di 
copie. Vengono così abbreviati enormemente i tempi della diagnosi rispetto a quelli relativamente 
lunghi richiesti dall’esame colturale, fermo restando che l’esame colturale è comunque 
indispensabile perché ha maggiore sensibilità e permette l’isolamento del ceppo e l’esecuzione 
dell’antibiogramma. 
I PRINCIPALI SISTEMI DI AMPLIFICAZIONE 
Transcription Mediated Amplification (TMA) 
Il metodo utilizza una coppia di primer e tre enzimi (transcriptasi inversa, RNasi e RNA-polimerasi) 
per produrre DNA dall’acido nucleico bersaglio (rRNA 16S); tale DNA verrà utilizzato a sua volta 
come stampo per la trascrizione di nuovo RNA. La TMA è una reazione isotermica (42 °C) 
estremamente veloce, potendo produrre in 15-30 minuti una quantità di amplificato che, con la 
PCR convenzionale, non può essere ottenuto prima di 3-4 ore. 
Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA) 
Si basa sulla attività coordinata di tre enzimi (T7 RNA-polimerasi, RNasi H e AMV transcriptasi 
inversa), i quali, in presenza di una coppia di primer, amplificano il target rappresentato da RNA. 
Dopo un passaggio iniziale a 65 °C per 5 minuti, la reazione procede isotermicamente a 41 °C con 
un meccanismo analogo a quello descritto per la TMA. 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
La reazione a catena della polimerasi utilizza una coppia di primer e l’enzima DNA-polimerasi per 
amplificare un segmento di DNA. Usando cicli termici comprendenti una fase di denaturazione del 
DNA, a temperatura elevata, una fase di appaiamento dei primer, a temperatura più bassa, e una 
fase di estensione del filamento, a temperatura intermedia, si realizza l’amplificazione 
esponenziale della sequenza bersaglio Per la ricerca di MTC sono state utilizzate come bersaglio 
varie sequenze di DNA, le più note sono rDNA 16S, il gene che codifica per la proteina da shock 
termico da 65 kDa e la sequenza di inserzione 6110 (IS6110), che è presente in molte copie nel 
genoma di MTC (6).  
I kit commerciali sono meno sensibili dei sistemi home-made ma più standardizzati e progettati 
per minimizzare l’incidenza delle contaminazioni da carry-over e sono, pertanto, comunemente 
utilizzati nei laboratori di microbiologia clinica per la ricerca diretta di MTC. 
Standard Displacement Amplification (SDA) 
La tecnologia SDA utilizza come target l’IS6110 presente in più copie all’interno del genoma di 
MTC. Il meccanismo di amplificazione, che è molto complesso, viene qui di seguito riportato in 
estrema sintesi. Nella fase iniziale (amplificazione del target), l’amplificazione parte da due coppie 
di primer complementari a sequenze nucleotidiche contigue all’interno del target. L’allungamento 
del primer “a monte” (bumper) causa il distacco del primer “a valle”, che nel contempo si allunga, 
fino alla sua completa liberazione. Su quest’ultimo è presente anche un sito di restrizione. Nella 



fase di amplificazione esponenziale, un nuovo primer si lega all’amplicone e si estende formando 
un doppio filamento; contemporaneamente, per effetto della digestione da parte dell’enzima di 
restrizione, l’amplicone originale si scinde in due frammenti di cui quello “a monte” agisce da 
bumper e spiazza il frammento “a valle”. L’amplificazione e la rilevazione sono isotermiche (52,5 
°C) e avvengono simultaneamente con modalità real-time (11). Il prodotto di amplificazione viene 
evidenziato mediante ibridizzazione con una sonda del tipo molecular beacon e conseguente 
emissione di segnale fluorescente. 
Real-Time PCR (RT-PCR) 
La RT-PCR si basa sulla rilevazione e la quantificazione di un segnale la cui intensità è direttamente 
proporzionale alla quantità di amplificato prodotto. Dato che il segnale viene misurato a ogni ciclo, 
l’amplificazione risulta costantemente monitorata. Nella RT-PCR il numero di cicli necessari al 
raggiungimento di un segnale soglia, CT (threshold cycle), è inversamente proporzionale alla 
quantità di target presente nel campione. Il collocamento del CT all’interno della fase esponenziale 
di amplificazione fa sì che il risultato sia di gran lunga più affidabile di quello ottenibile in end-point 
con la PCR tradizionale (1). La RT-PCR offre numerosi vantaggi rispetto alla PCR tradizionale:  
• è più rapida, dal momento che il rilevamento è contemporaneo, e non successivo, 
all’amplificazione;  
• il rilevamento dell’amplificato mediante sonde garantisce un’elevata specificità;  
• il sistema di detection in fluorescenza garantisce una maggiore sensibilità e consente l’uso di 
un’ampia gamma di strumenti per la quantificazione dell’amplificato;  
• la possibilità di realizzare amplificazione e detection all’interno di un sistema chiuso minimizza il 
rischio di contaminazioni crociate da ampliconi.  
Non essendo, nella RT-PCR, possibile determinare il peso molecolare dell’amplificato, la specificità 
dell’amplificazione può essere verificata mediante l’analisi delle curve di melting. Tali curve, che 
riportano la cinetica di dissociazione delle sequenze complementari di acido nucleico in funzione 
della temperatura, non risultano infatti sovrapponibili in presenza di ampliconi di diversa 
lunghezza (aspecifici). Nella RT-PCR la possibilità di impiego delle tecniche multiplex è limitata. 
Attualmente è disponibile un’ampia varietà di metodi per il rilevamento dell’amplificato; essi sono 
tuttavia riconducibili a due formati e possono essere utilizzati con procedimenti sia qualitativi che 
quantitativi. 
• Rilevamento indiretto. 
Vengono utilizzati fluorocromi (bromuro di etidio, SYBR green) che si intercalano al DNA a doppia 
elica. Essi rilevano quindi tutti i prodotti di PCR, sia specifici che aspecifici. Questi metodi 
richiedono una scrupolosa ottimizzazione delle condizioni di PCR e una differenziazione attenta dei 
prodotti di amplificazione attraverso l’analisi delle curve di fusione. 
• Rilevamento diretto. 
Si utilizzano sonde marcate con fluorofori, strutturate in modo che il segnale venga rilasciato solo 
successivamente all’ibridizzazione con la sequenza target. Si distinguono i seguenti tipi di sonda: 
- sonda di idrolisi (5’ nucleasi, TaqMan). Si tratta di un corto oligonucleotide con un fluorocromo in 
posizione 5’ il cui segnale è annullato da un quencher in posizione 3’. Sia la sonda che i primer, 
entrambi presenti nel mezzo di reazione, si legano al bersaglio, ma quando l’allungamento del 
primer raggiunge la regione del bersaglio ibridizzata alla sonda, la Taq polimerasi, che ha attività 
esonucleasica, provoca l’idrolisi di quest’ultima e, rendendo indipendenti fluorocromo e quencher, 
determina l’emissione del segnale fluorescente. 
- oligonucleotide lineare (sonde FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer). Si utilizzano due 
sonde disegnate in maniera tale da ibridizzare con regioni contigue della sequenza bersaglio. La 
prima sonda è marcata all’estremità 3’ con un fluoroforo donatore, mentre la seconda è marcata 
all’estremità 5’ con un fluoroforo accettore. Dopo l’ibridizzazione col target, l’estremità 5’ della 



prima sonda viene a trovarsi in vicinanza dell’estremità 3’ della seconda e il donatore induce 
l’accettore a emettere il segnale fluorescente; 
- molecular beacon. Si tratta di sonde che contengono un fluoroforo e un quencher. Nella 
configurazione sterica di partenza (a forcina), le due molecole sono ravvicinate e non si ha 
emissione di segnale. Al momento dell’ibridizzazione con la sequenza bersaglio, la “forcina” si 
distende provocando l’allontanamento del quencher dal fluoroforo con conseguente emissione di 
segnale. 
PROGRAMMI DI VALUTAZIONE ESTERNA DI QUALITÀ 
Fra i programmi di proficiency disponibili in commercio, i seguenti sono in grado di valutare i test 
di amplificazione per la ricerca diretta di MTC: 
• Quality Control for Molecular Diagnostics (QC), Glasgow (UK), http://www.qcmd.org, invia 10-12 
campioni all’anno recapitati in unica spedizione, con una deadline di circa 40 giorni per l’invio delle 
risposte;  
• Institute for Standardization and Documentation in the Medical Laboratory (INSTAND), 
Düsseldorf (Germania), http://www.instand-ev.de, spedisce 10 campioni all’anno recapitati in 2 
invii. I tempi di risposta sono piuttosto ristretti (una settimana); 
• UK National External Quality Assessment Service for Microbiology (NEQAS), London (UK), 
http://www.ukneqasmicro.org.uk (distribuito in Italia da Oxoid). Il programma NEQAS prevede 
l’esecuzione del test di amplificazione diretta su due campioni inviati mediamente 3 volte l’anno. 
Su tali campioni è possibile eseguire anche il test molecolare di resistenza alla rifampicina e test di 
genotipizzazione. La deadline per l’invio delle risposte è unica ed è di circa 3 mesi. 
PRECAUZIONI 
Durante l’esecuzione dei test di amplificazione, il flusso di lavoro deve essere di tipo unidirezionale 
procedendo, dall’area di preparazione dei reagenti, all’area di preparazione dei campioni, alle aree 
di amplificazione e post-amplificazione. Idealmente, le aree dovrebbero essere situate in stanze 
separate dotate di tutto l’equipaggiamento necessario. L’esecuzione dei test dovrebbe essere 
affidata a personale adeguatamente addestrato con esperienza in biologia molecolare (2, 3). 
Per minimizzare il rischio della contaminazione ambientale da ampliconi, si suggerisce di detergere 
le aree di lavoro con ipoclorito di sodio, sciacquando dopo circa 15 minuti con acqua deionizzata. 
UTILITÀ CLINICA DEI TEST DI AMPLIFICAZIONE 
Sebbene la sensibilità dei test di amplificazione sia inferiore a quella dell’esame colturale, la loro 
importanza clinica è rilevante in quanto, in caso di positività, essi consentono di porre la diagnosi 
di tubercolosi in tempi estremamente brevi. La rapidità e l’accuratezza della diagnosi influiscono 
infatti in maniera significativa sulla gestione della malattia tubercolare, permettendo una minore 
diffusione dell’infezione e una riduzione dei costi associati all’isolamento e al trattamento dei 
pazienti (7). Inoltre, in caso di esame microscopico positivo, i test di amplificazione permettono di 
accertare o escludere l’appartenenza del microrganismo al MTC.  
Gli attuali standard europei raccomandano di eseguire il test di amplificazione su almeno due 
campioni respiratori raccolti da soggetti con segni e sintomi di tubercolosi polmonare per i quali 
non sia stata raggiunta una diagnosi certa (13). 
Il Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) suggerisce l’uso sistematico dei test di 
amplificazione su tutti i casi di prima diagnosi con esame microscopico positivo (3). 
L’accuratezza diagnostica dei test di amplificazione commerciali è stata approfondita anche in uno 
studio apparso sul sito dell’Health Technology Assessment (HTA) affiliato al National Health 
System (NHS) inglese (http://www.hta.nhsweb.uk) (5). Lo studio conferma che i test commerciali 
forniscono risultati più accurati sui materiali respiratori che su quelli di provenienza 
extrapolmonare, mentre in confronto ai test in-house risultano meno sensibili ma notevolmente 
più specifici. Lo studio conclude che: 



• sui campioni respiratori con esame microscopico positivo i test di amplificazione diretta vanno 
impiegati sempre, indipendentemente dal grado di sospetto clinico, allo scopo di differenziare 
MTC dai micobatteri non tubercolari; 
• nei campioni respiratori con esame microscopico negativo, un uso appropriato dei test di 
amplificazione diretta non può prescindere da un’attenta valutazione del sospetto clinico. Il grado 
di sospetto clinico ha un peso rilevante sulla probabilità che i test di amplificazione diretta, in 
pazienti con esame microscopico negativo, siano utili alla diagnosi di tubercolosi polmonare. Nel 
caso di basso sospetto clinico, invece, la probabilità di malattia, in presenza di un risultato positivo 
del test, non supera il 50%. Per contro, in presenza di un forte sospetto clinico, la negatività del 
test non riduce di molto la probabilità di malattia. 
PROBLEMATICHE CONNESSE ALLE TECNICHE DI AMPLIFICAZIONE COMMERCIALE 
Le tecniche di amplificazione per la ricerca di MTC direttamente da campione, pur fornendo un 
importante contributo alla diagnostica microbiologica della tubercolosi, soffrono di alcune 
problematiche ancora irrisolte riferibili alla presenza di falsi negativi e falsi positivi. 
Per quanto riguarda i falsi negativi le cause possono essere le più varie: 
• la distribuzione disomogenea dei micobatteri nel campione; 
• la risospensione del pellet, al termine della decontaminazione, in volumi superiori a 2 mL con 
conseguente eccessiva diluizione del campione; 
• la presenza di sostanze, la cui natura è ancora largamente sconosciuta, capaci di interagire con la 
polimerasi bloccando l’amplificazione. È verosimile che le sostanze coinvolte siano diverse dato 
che l’azione inibente varia a seconda dei sistemi di amplificazione. La corretta preparazione del 
campione (decontaminazione, neutralizzazione e lavaggio) e la presenza del controllo interno di 
amplificazione rappresentano i punti chiave per il contenimento e, rispettivamente, 
l’evidenziazione degli inibitori (8); 
• la modalità di estrazione dell’acido nucleico (15).  
Per sfruttare al massimo la sensibilità dei sistemi commerciali è necessario ottenere campioni 
respiratori di buona qualità, testandone anche più di due nei casi in cui il sospetto clinico di 
tubercolosi sia elevato (2, 3). 
I falsi positivi, invece, sono dovuti essenzialmente alla cross-contaminazione da acidi nucleici 
amplificati precedentemente. La maggior parte dei kit commerciali contiene sistemi di vario 
genere che permettono di minimizzare la frequenza delle contaminazioni crociate. 
L’interpretazione clinica dei risultati ottenuti con i test di amplificazione può talvolta risultare 
ardua. I test positivi all’amplificazione e negativi alla coltura vengono, in prima battuta, considerati 
dei falsi positivi. La risoluzione dei dati discrepanti, fatta adottando un gold standard più ampio 
che affianchi alla coltura anche il quadro clinico del paziente, permette invece di considerare tali 
risultati corretti. Talvolta la positività dell’amplificazione non confermata dalla coltura è legata a 
specie quali Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum, che, sui terreni normali e con i 
normali tempi di incubazione, possono risultare non evidenziabili. 
Dato che l’amplificazione degli acidi nucleici, soprattutto del DNA, non distingue fra micobatteri 
vitali e non vitali, i test di amplificazione non vanno eseguiti nei pazienti in terapia, poiché non 
forniscono alcun indizio utile a monitorare l’andamento della stessa. 
Le discrepanze fra risultato dei test di amplificazione diretta e il gold standard clinico-
microbiologico possono essere minimizzate usando i test commerciali secondo criteri di 
appropriatezza diagnostica, includendo in essa non solo la limitazione dell’impiego ai soli pazienti 
con congruo sospetto clinico di tubercolosi (4, 10, 14, 16), ma anche l’esecuzione sui materiali più 
rappresentativi della sede di lesione, adeguati per qualità, quantità e modalità di raccolta (5). 
INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI E REFERTAZIONE 
Un algoritmo interpretativo basato sulla disponibilità di tre campioni di espettorato raccolti in 
giorni diversi, inizialmente sviluppato dal CDC, è universalmente accettato (2): 



• in caso di primo campione microscopico positivo con test di amplificazione diretta positivo: 
diagnosi di tubercolosi certa senza necessità di ulteriori test di conferma; 
• in caso di primo campione microscopico positivo e test di amplificazione diretta negativo: 
valutazione della presenza di inibitori nel campione. In assenza di inibitori testare un secondo 
campione; se il risultato negativo viene confermato, è verosimile che i micobatteri visti all’esame 
microscopico siano non tubercolari. In presenza di inibitori, il risultato del test di amplificazione 
diretta non è interpretabile e l’esame va ripetuto sugli altri campioni; 
• in caso di primo campione microscopico-negativo e test di amplificazione diretta positivo: 
eseguire il test sui restanti campioni. Se almeno un altro campione risulta positivo, la diagnosi di 
tubercolosi può considerarsi probabile. Se, viceversa, nessun altro campione risulta positivo, il 
clinico deve basarsi su altri elementi per la diagnosi; 
• in caso di primo campione microscopico negativo e test di amplificazione diretta negativo: il 
clinico deve basarsi su altri elementi per porre la diagnosi. La negatività dei test di amplificazione 
diretta non esclude la possibilità di tubercolosi polmonare; un paziente i cui campioni risultino 
negativi all’esame microscopico e al test di amplificazione può essere considerato (anche se non al 
100%) non contagioso. 
Il tempo di refertazione dei test di amplificazione diretta non dovrebbe superare le 48 ore dal 
ricevimento del campione. 
CONCLUSIONI 
I test di amplificazione hanno la capacità di individuare MTC direttamente nei campioni clinici in 
poche ore, fornendo, a condizione che vengano impiegati sulla base di un congruo sospetto 
clinico, risultati dotati di buona sensibilità e di eccellente specificità. 
Dal momento che l’amplificazione degli acidi nucleici (particolarmente, ma non solo, del DNA) 
coinvolge anche i micobatteri non più vitali, tali test commerciali non sono di alcuna utilità nel 
follow-up del paziente in terapia e sono controindicati nei casi di sospetta recidiva a breve distanza 
dall’episodio di prima diagnosi (2). 
L’uso dei test di amplificazione non deve prescindere dalla contemporanea esecuzione delle 
metodiche tradizionali (microscopia e coltura) (2). 
Sono ormai disponibili sul mercato kit che abbinano al rilevamento mediante amplificazione di 
MTC  in materiali clinici anche l’individuazione di mutazioni responsabili di resistenze ad uno 
(rifampicina) o più farmaci (9). Il razionale e l’impiego di tali sistemi sono oggetto dell’Allegato 8. 
Essendo il rilevamento rapido delle resistenze un elemento fondamentale nella lotta alla 
tubercolosi il loro impiego è raccomandato dall’OMS (12, 13, 17). 
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Il numero dei farmaci antitubercolari al momento disponibili è limitato a causa della resistenza 
intrinseca dei micobatteri appartenenti al Mycobacterium tuberculosis complex alla maggior parte 
degli antibiotici noti. Tale resistenza è dovuta a peculiari caratteristiche morfologiche e strutturali; 
la parete cellulare, spessa e altamente idrofobica, e la presenza di beta-lattamasi e di sistemi di 
espulsione attiva sono tra i principali fattori coinvolti (12). 
I recenti progressi nella comprensione delle basi molecolari implicate nella farmaco-resistenza e la 
possibilità di rilevare il DNA dei bacilli tubercolari direttamente a livello dei campioni clinici 
rendono l’identificazione molecolare delle mutazioni associate alla farmaco-resistenza un mezzo 
utile per la determinazione della sensibilità ai farmaci in tempi rapidi. 
BASI MOLECOLARI DELLA FARMACO-RESISTENZA IN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
Nel bacillo tubercolare le resistenze insorgono attraverso mutazioni cromosomiche (1).  
RIFAMPICINA, ISONIAZIDE ED ETIONAMIDE 
La rifampicina è l’antibiotico ideale per la valutazione molecolare della resistenza. Infatti, oltre il 
95% delle mutazioni a cui è associato il fenotipo resistente è circoscritto a una regione di sole 81 
pb del gene rpoB (55). L’80-95% (la percentuale varia nei diversi Paesi) dei ceppi rifampicino-
resistenti è anche isoniazide-resistente (10, 18, 34); per questo motivo la resistenza alla 
rifampicina è spesso considerata un marcatore dei ceppi MDR.  
Le tecniche che utilizzano l’amplificazione del DNA per rilevare la rifampicino-resistenza 
rappresentano, dunque, strumenti di utilità clinica rilevante. Esse permettono, infatti, di 
identificare precocemente quei pazienti che non possono trarre giovamento da una terapia 
standard – che può anzi portare allo sviluppo di nuove resistenze – e che richiedono, invece, un 
trattamento di associazione con farmaci di seconda scelta. 
La resistenza all’isoniazide è multifattoriale: circa il 60-80% delle mutazioni interessa il codone 315 
del gene codificante per la catalasi-perossidasi (katG), ma mutazioni responsabili di 
farmacoresistenza sono state individuate anche nei geni, soprattutto inhA (10-20%)(2, 3). 
L’etionamide è un farmaco di seconda linea che può essere considerato una valida alternativa 
all’isoniazide in caso di tubercolosi MDR: è infatti un analogo strutturale dell’isoniazide e ne 
condivide il target, l’enoil-ACP reduttasi codificata dal gene inhA. Di conseguenza, sono stati 
osservati casi di cross-resistenza tra i due farmaci in presenza di mutazioni in inhA. Isoniazide ed 
etionamide, pur essendo entrambi profarmaci, presentano meccanismi di attivazione diversi; la 
prima è attivata da una catalasi-perossidasi (KatG) e la seconda da una monoossigenasi (EthA) 
sotto il controllo del repressore ethR: mutazioni in katG e in ethA/ethR portano, rispettivamente, a 
resistenza alla sola isoniazide e alla sola etionamide. È questo il razionale dell’utilizzo clinico 
dell’etionamide nei casi di isoniazide-resistenza (7). Mutazioni in ethA sono state osservate nel 
50% dei casi di resistenza all’etionamide, ma la percentuale varia molto da studio a studio (6, 7, 
13, 28, 35). 
ETAMBUTOLO E PIRAZINAMIDE 
L’analisi di sequenza ha portato a identificare una regione determinante per la resistenza 
all’etambutolo nel gene embB; la mutazione più rilevante consiste in una sostituzione di una base 
nel codone 306 (70% dei casi circa). La modesta concordanza tra l’identificazione della mutazione 
e la resistenza al test fenotipico (in terreno liquido MGIT 960) potrebbe essere correlata alla 
performance subottimale di quest’ultimo. 



L’attività battericida della pirazinamide è subordinata all’attivazione di tale farmaco da parte 
dell’enzima pirazinamidasi, posseduto da vari micobatteri fra cui Mycobacterium tuberculosis. La 
resistenza alla pirazinamide è determinata dal deficit dell’attività pirazinamidasica conseguente 
alla comparsa di mutazioni nel gene pncA che codifica per la pirazinamidasi (1, 37). Il 72-97% dei 
ceppi pirazinamide-resistenti presentano mutazioni missense in pncA (37) o nella regione 
regolatoria. Poiché le mutazioni finora descritte sono numerose, l’unico approccio molecolare 
attualmente possibile è l’analisi di sequenza del gene pncA. Non tutte le mutazioni identificate 
sono tuttavia associate a un deficit funzionale della pirazinamidasi (22). 
AMINOGLICOSIDI E PEPTIDI CICLICI 
La streptomicina interferisce sulla sintesi proteica. Per la resistenza alla streptomicina sono state 
identificate varie mutazioni specifiche, la più frequente delle quali interessa il codone 43 del gene 
rpsL; essa è presente tuttavia solo nel 54% dei ceppi resistenti. L’8% dei ceppi resistenti è mutato 
in due regioni ristrette del gene rrs. 
Dato che anche altri aminoglicosidi (kanamicina e amikacina) e la capreomicina hanno come 
bersaglio la sintesi proteica, mutazioni che colpiscono le stesse regioni geniche possono conferire 
resistenza a diversi farmaci. Mycobacterium tuberculosis sviluppa resistenza ad antibiotici quali 
amikacina, kanamicina e capreomicina mediante acquisizione di mutazioni nucleotidiche nel gene 
rrs; tali mutazioni sono presenti nel 70-80% dei ceppi resistenti (17). In particolare, la transizione 
A→G alla posizione 1401 è associata a resistenze ad alto livello a kanamicina e amikacina nel 60-
100% dei ceppi (8, 17). Anche il gene tlyA, che codifica per una metiltransferasi che metila gli rRNA 
16S e 23S, conferisce, se mutato, resistenza alla capreomicina (1, 28). Mutazioni in tlyA sono 
responsabili della mancata metilazione degli rRNA in corrispondenza dei siti di legame della 
capreomicina e conseguentemente dello sviluppo di resistenza (20). Recentemente è stato 
osservato che anche mutazioni che colpiscono i geni gidB ed eis sono coinvolte nell’insorgenza di 
resistenza agli aminoglicosidi. Solo recentemente sono state individuate mutazioni nella regione 
del promotore di eis che sembrano conferire resistenza a bassi livelli alla kanamicina in 
Mycobacterium tuberculosis (9). 
FLUOROCHINOLONI 
Come per altri farmaci, anche per i fluorochinoloni si osserva una rapida insorgenza di resistenza 
quando questi vengono utilizzati in monoterapia o in associazione a un solo altro farmaco verso 
cui il ceppo sia resistente (19). Il principale meccanismo di resistenza è attribuibile a mutazioni nel 
gene gyrA che codifica per la subunità A della DNA girasi. Tali mutazioni impediscono il legame del 
farmaco all’enzima che ne costituisce il target (30). Le principali mutazioni associate a resistenza 
interessano una regione ristretta di circa 120 pb e sono presenti nel 70-90% dei ceppi di 
Mycobacterium tuberculosis resistenti a tale farmaco (1, 28). Tali mutazioni colpiscono soprattutto 
il codone 94 e il codone 90. 
RESISTENZE CROCIATE 
La cross-resistenza è molto comune tra farmaci di uno stesso gruppo che condividono lo stesso 
bersaglio molecolare, quali ad esempio i fluorochinoloni. Nell’ambito degli aminoglicosidi, si 
osserva cross-resistenza completa tra amikacina e kanamicina, mentre la maggior parte dei ceppi 
streptomicina-resistenti sono sensibili a questi due farmaci (4).  
Per quanto riguarda la classe delle rifamicine, le mutazioni ai codoni 526 e 531 del gene rpoB 
conferiscono alti livelli di resistenza a rifampicina, rifabutina e rifapentina (5), mentre le mutazioni 
ai codoni 516 e 522 conferiscono rifampicino-resistenza non associata, nel 90% dei casi, a 
resistenza alla rifabutina (32). 
 
IDENTIFICAZIONE MOLECOLARE DEL PROFILO DI RESISTENZA DI MYCOBACTERIUM 
TUBERCULOSIS 



L’esecuzione dell’antibiogramma colturale rimane imprescindibile. Le tecniche molecolari hanno 
però il vantaggio di essere molto più rapide e si rivelano particolarmente utili in caso di sospetta 
tubercolosi MDR. Per questo motivo, l’OMS ha approvato l’utilizzo di test molecolari per 
l’identificazione rapida della tubercolosi MDR (21). La sensibilità delle varie metodiche molecolari 
dipende dalla frequenza, nelle diverse aree geografiche, delle singole mutazioni responsabili di 
resistenza e, nel caso il test venga eseguito direttamente sul campione, dalla quantità di DNA di 
Mycobacterium tuberculosis presente. La frequenza di mutazioni specifiche associate al fenotipo 
resistente può variare da regione a regione (11, 16). 
L’analisi applicata al DNA estratto da isolati di Mycobacterium tuberculosis fornisce risultati 
soddisfacenti, ma è dipendente dai tempi, relativamente lunghi, dell’esame colturale. La sensibilità 
del test impiegato direttamente su campioni clinici, sia respiratori che extrapolmonari, è 
comparabile a quella relativa ai ceppi isolati soltanto quando i campioni sono positivi all’esame 
microscopico. Nei campioni microscopico-negativi la sensibilità è invece insufficiente, 
probabilmente a causa della resa subottimale del processo di estrazione del DNA dai micobatteri. 
Il sequenziamento delle regioni interessate da mutazioni rappresenta certamente la metodica di 
riferimento; tuttavia, l’impiego in routine di metodiche molecolari per l’identificazione rapida di 
farmaco-resistenze in M. tuberculosis non può prescindere da un’accurata analisi di costo-efficacia 
(27, 33). 
LA TECNOLOGIA LINE PROBE ASSAY 
La tecnologia Line Probe Assay (LiPA) ha notevolmente semplificato l’esecuzione dei test 
molecolari per la determinazione di farmaco-resistenza. I test LiPA si basano sull’ibridazione 
inversa di amplificati, prodotti in una PCR multiplex, con sonde legate a un supporto di 
nitrocellulosa. Tali sonde coprono sequenze della regione d’interesse che si sovrappongono 
parzialmente; alcune sono prive di mutazioni (wild-type) altre sono specifiche per le mutazioni più 
comuni. L’amplificazione viene eseguita utilizzando primer biotinilati. Dopo denaturazione, gli 
amplificati, a singolo filamento marcati con biotina, vengono fatti ibridare alle sonde legate al 
supporto, in condizioni di elevata stringenza. L’ibridazione viene rilevata mediante l’aggiunta di 
fosfatasi alcalina coniugata a streptavidina e, successivamente, del substrato per la fosfatasi 
alcalina. La presenza di mutazioni è indicata dall’assenza di ibridazione di una o più sonde wild-
type ed eventualmente dalla presenza di ibridazione di una o più sonde mutate. L’ibridazione e la 
rilevazione delle strip possono essere automatizzate. 
I TEST COMMERCIALI 
Esistono in commercio vari test basati sulla tecnologia LiPA. Quelli che rilevano la resistenza alla 
rifampicina hanno tutti come bersaglio le mutazioni più comuni della regione hot spot del gene 
rpoB. Quelli che rilevano la resistenza all’isoniazide individuano mutazioni sia nel gene katG che in 
inhA; mentre le mutazioni in katG sono responsabili di resistenze anche ad alte concentrazioni di 
isoniazide, le mutazioni in inhA provocano resistenze a basse dosi che possono essere aggirate 
utilizzando il farmaco a concentrazione più elevata (14, 25, 26). 
GeneXpert (Cepheid) è una piattaforma completamente automatizzata in cui l’estrazione del DNA 
e la successiva amplificazione mediante emi-nested RT-PCR si realizzano all’interno di una 
cartuccia monouso.  
Il test permette il rilevamento semiquantitativo di MTC in campioni respiratori e il contemporaneo 
evidenziamento di eventuali mutazioni associate a rifampicino-resistenza. La manualità di Xpert 
MTB/RIF è ridotta al minimo e non richiede alcuna competenza di biologia molecolare. In virtù 
della semplicità operativa, Xpert MTB/RIF è particolarmente adatto per i Paesi in via di sviluppo 
dove spesso mancano le infrastrutture e le conoscenze indispensabili per l’utilizzo dei tradizionali 
test di biologia molecolare. Recentemente è entrata in commercio una nuova versione della 
cartuccia, Xpert MTB/RIF Ultra, che è più sensibile avendo aggiunto al target utilizzato nella 



versione precedente (rpoB), anche le sequenze di inserzione IS6110 e IS1081. Anche l’insufficiente 
specificità nel rilevamento della resistenza alla rifampicina è stata migliorata in quanto le 
mutazioni vengono adesso rilevate in base alle curve di melting. In caso di positività, i risultati sono 
riportati in modo semiquantitativo (high, medium, low, very low, trace). Non è attualmente chiaro 
il significato da dare al rilevamento di trace che dai primi dati spesso non è confermato dall’esame 
colturale (38). 
IL SEQUENZIAMENTO DELL’INTERO GENOMA (WGS) 
Negli ultimi anni il sequenziamento dell’intero genoma dei ceppi di M. tuberculosis si è affermato 
come metodo rapido per il rilevamento delle resistenze genotipiche (24, 29). Programmi quali 
PhyResSE (15) sono in grado di rilevare direttamente dai dati grezzi prodotti dal sequenziatore (file FASQ) le 
mutazioni responsabili di resistenza a tutti i farmaci, sia di prima che di seconda linea. Il Regno Unito è il 
primo paese ad aver avviato un programma centralizzato di sequenziamento totale di routine di tutti i ceppi 
di M. tuberculosis isolati nel Paese(36). Nel giro di 5-7 gg saranno disponibili i risultati, comprensivi di 
identificazione, pattern di sensibilità a farmaci di I e II linea e segnalazione di eventuali episodi di 
trasmissione. 
DISCORDANZE FENOTIPO/GENOTIPO 
La convinzione che l’antibiogramma fenotipico rappresenti comunque il gold-standard è stata negli ultimi 
anni rimessa in discussione dall’individuazione di alcune mutazioni nell’hot-spot del gene rpoB associate ad 
outcome sfavorevole della terapia con rifampicina, nonostante che, in MGIT, risultasse sensibilità al 
farmaco (31). In presenza di tale discordanza fenotipo/genotipo la sensibilità al MGIT non può essere 
considerata il gold standard e deve essere eventualmente verificata mediante sequenziamento dell’hot 
spot di rpoB (23). Nel test GenoType MTBDRplus v.2 sono associate a falsa resistenza al MGIT alcune 
mutazioni evidenziate dalle sonde WT2, WT3+WT4, WT5+WT6, WT8 e dalla sonda WT7 (quest’ultima sia da 
sola che in associazione con MUT1, o con MUT2) (Tabella 1). 
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Tabella 1. Mutazioni responsabili di resistenza alla rifampicina (e corrispondenti sonde del sistema 
GenoType MTBDRplus) che possono essere associate a falsa sensibilità al farmaco in MGIT. 
 

Sonde GenoType 
mutazione 

wild tipe mutata 
WT2 nessuna L511P 

WT3/WT4 nessuna D516Y 
WT5/WT6 nessuna S522Q 

WT7 

MUT2A H526Y 
MUT2B H526D 

nessuna 
H526N 
H526L 

WT8 nessuna L533P 
 
  



GeneXpert (Cepheid) è una piattaforma completamente automatizzata in cui l’estrazione del DNA e la 
successiva amplificazione mediante emi-nested RT-PCR si realizzano all’interno di una cartuccia monouso.  
Il test permette il rilevamento semiquantitativo di MTC in campioni respiratori e il contemporaneo 
evidenziamento di eventuali mutazioni associate a rifampicino-resistenza.  
La manualità di Xpert MTB/RIF è ridotta al minimo e non richiede alcuna competenza di biologia molecolare. 
In virtù della semplicità operativa, Xpert MTB/RIF è particolarmente adatto per i Paesi in via di sviluppo dove 
spesso mancano le infrastrutture e le conoscenze indispensabili per l’utilizzo dei tradizionali test di biologia 
molecolare.  
Recentemente è entrata in commercio una nuova versione della cartuccia, Xpert MTB/RIF Ultra, che è più 
sensibile avendo aggiunto al target utilizzato nella versione precedente (rpoB), anche le sequenze di 
inserzione IS6110 e IS1081. Anche l’insufficiente specificità nel rilevamento della resistenza alla rifampicina 
è stata migliorata in quanto le mutazioni vengono adesso rilevate in base alle curve di melting. In caso di 
positività, i risultati sono riportati in modo semiquantitativo (high, medium, low, very low, trace). No è 
attualmente chiaro il significato da dare al rilevamento di trace che dai primi dati spesso non è confermato 
dall’esame colturale (38). 
 
 
 
 



DECONTAMINAZIONE E COLTURA 
A cura del GLaMic, Gruppo di Lavoro Micobatteri (Anna Camaggi, Daniela Cirillo, 

Danila Costa, Lanfranco Fattorini, Eliana Frizzera, Daniela Marchetti, Monica 
Pecorari, Federica Piana, Claudio Piersimoni, Claudio Scarparo, Enrico Tortoli), 

Patrizia Chiaradonna e Mirella Tronci   
 

Se comparata a quella di altri batteri, la crescita dei micobatteri è lenta e la comparsa delle colonie 
richiede, in condizioni ottimali di incubazione, tempi che variano, a seconda delle specie, da pochi 
giorni a varie settimane. 
I campioni biologici da inoculare in coltura si suddividono in: 
• contaminati dalla flora residente, quali ad esempio espettorato, espettorato indotto, aspirato 
gastrico, tampone laringeo, lavaggio bronco-alveolare, aspirato bronchiale, urine, feci, prelievi 
autoptici, sangue mestruale; 
• non contaminati perché provenienti da siti sterili, quali ad esempio sangue, midollo osseo, liquidi 
cavitari, liquido cefalo-rachidiano, urine ottenute mediante puntura sovrapubica, aspirati da 
puntura trans-tracheale. 
I campioni contaminati da flora residente richiedono un processo di decontaminazione, 
omogeneizzazione e concentrazione. Per i campioni sterili è sufficiente il processo di 
concentrazione, a meno che il clinico non segnali il sospetto di una concomitante infezione da altri 
batteri. 
PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 
I campioni provenienti dalle basse vie respiratorie non richiedono trattamenti diversi dalla 
normale decontaminazione; altri tipi di campione necessitano invece di procedure particolari. 
Prelievi bioptici: 
Occorre ridurli in frammenti minuti con forbici o bisturi sterili o tissue grinder, quindi sospenderli 
in soluzione fisiologica e omogeneizzarli utilizzando mortaio e pestello sterili, prima di procedere 
all’esecuzione di esame microscopico e colturale. Nei casi in cui esista la possibilità di un’infezione 
da germi diversi dai micobatteri (su indicazione clinica o se la richiesta include anche la ricerca dei 
germi comuni) può essere utile eseguire in doppio l’esame colturale, sia prima che dopo 
decontaminazione. 
Feci: 
Il vetrino può essere eseguito direttamente dal campione. Per l’esame colturale occorre 
sospendere una piccola quantità di materiale in 5 mL di brodo Middlebrook 7H9, omogeneizzare al 
vortex, filtrare su garza sterile per rimuovere i frammenti più grossolani, e decontaminare. 
Aspirato gastrico: 
È necessario, prima della decontaminazione, neutralizzare il pH aggiungendo al campione 
carbonato di sodio (qualora non sia già stato fatto al momento del prelievo); in alternativa è 
possibile centrifugare il campione, risospendendo il sedimento in 5-10 mL di tampone fosfato 
0,067 M a pH 6,8. 
Liquidi cavitari: 
È sufficiente concentrare per centrifugazione (3000 xg per 15 minuti) e quindi decantare ed 
eseguire lo striscio microscopico e la semina direttamente dal sedimento.  
Campioni raccolti con tampone: 
Porre il tampone in una provetta contenente 2-3 mL di soluzione fisiologica, agitare al vortex per 
almeno 30 secondi, recuperare il tampone e scartarlo dopo averlo spremuto contro la parete 
interna della provetta. Concentrare mediante centrifugazione (3000 xg per 15 minuti) la 
sospensione così ottenuta e seminare il sedimento sia direttamente che previa decontaminazione. 



Urine: 
Il campione va centrifugato a 3000 xg per 15 minuti. Dopo decantazione e risospensione del 
sedimento in 5 mL di soluzione salina si procede alla decontaminazione. 
DECONTAMINAZIONE 
La decontaminazione ha lo scopo di abbattere la carica microbica contaminante ai più bassi livelli 
possibili affinché non interferisca con la crescita dei micobatteri. La decontaminazione può influire 
sulla vitalità degli stessi micobatteri, perciò è fondamentale il rispetto dei tempi di contatto tra 
campione e decontaminante (1, 3).  
NALC-IDRATO DI SODIO 
È il metodo più adottato e utilizza come agente fluidificante N-acetil-L-cisteina (NALC) e come 
decontaminante idrossido  di sodio (NaOH) alla concentrazione del 2%. La presenza di citrato 
trisodico stabilizza la NALC chelando gli ioni di metalli pesanti eventualmente presenti nel 
campione che inattiverebbero la NALC. La fluidificazione/decontaminazione viene interrotta dopo 
15-20 minuti, con l’aggiunta di tampone fosfato, pH 6,8 che neutralizza il campione. Il tampone 
fosfato riduce l’attività della soluzione NALC-NaOH e abbassa il peso specifico del campione prima 
del recupero dei micobatteri mediante centrifugazione. Il sedimento viene risospeso in albumina 
bovina oppure in tampone fosfato. 
Reagenti: 
• NaOH-citrato di sodio soluzione stock: 

- soluzione 1: 26 g di citrato di sodio anidro in 1000 mL di acqua distillata; 
- soluzione 2: 40 g di NaOH in 1000 mL di acqua distillata.  

Mescolare un ugual volume delle soluzioni 1 e 2 e autoclavare a 121°C per 15 minuti in flaconi con 
tappo a vite. Conservare preferibilmente a 2-8°C. 
• Soluzione di lavoro NALC-NaOH-citrato di sodio (decontaminante): 
preparare una soluzione allo 0,5% di NALC in NaOH-citrato di sodio, aggiungendo 0,5 g di NALC a 
100 mL di NaOH-citrato di sodio. Questa soluzione è stabile per 24 ore e va preparata prima 
dell’uso. 
• Tampone fosfato 0,067 M (pH 6,8): 

- soluzione 1 (alcalina): aggiungere 9,47 g di Na2HPO4 a 1000 mL di acqua distillata; 
- soluzione 2 (acida): aggiungere 9,07 g di KH2PO4 a 1000 mL di acqua distillata. 

• Soluzione di lavoro tampone fosfato: 
unire uguali volumi delle due soluzioni e controllare il pH aggiungendo eventualmente piccoli 
volumi dell’una o dell’altra fino al raggiungimento del valore di 6,8. Sterilizzare a 121°C per 15 
minuti. Conservare preferibilmente a 2-8°C. 
• Soluzione allo 0,2% della frazione V di albumina bovina (opzionale): preparare sterilmente la 
soluzione di lavoro diluendo 1:10 una soluzione stock di albumina bovina al 2%. 
Prodotti commerciali 
Comprendono tutti i reagenti per la decontaminazione secondo la procedura NALC-NaOH e sono 
compatibili con i sistemi di crescita per micobatteri sia automatici che manuali e con i metodi 
molecolari. Prodotto 1: 
Fra quelli di uso più comune, uno comprende flaconi contenenti NALC-NaOH-citrato di sodio. Il 
NALC perde l’attività mucolitica con il tempo, pertanto è contenuto in una fiala di vetro all’interno 
del flacone di soluzione citrato-NaOH. Prima dell’uso, è necessario rompere la fiala e mescolare 
delicatamente i reagenti. Tale soluzione è stabile per 24 ore a 2-8 °C. Il kit comprende anche 
confezioni predosate di tampone fosfato in polvere, pH 6,8, da sciogliere in acqua distillata e 
sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti.  
Un altro kit prevede l’utilizzo di NALC-NaOH-citrato di sodio con rosso fenolo come indicatore di 
pH. La miscela, una volta preparata, conserva attività mucolitica per 72 ore. Durante la fase di 



decontaminazione/digestione il campione si presenta rosso/rosa (pH alcalino). Una volta trascorso 
l’opportuno tempo di decontaminazione/digestione, occorre aggiungere il tampone neutralizzante 
fino ad ottenere la neutralizzazione indicata dal viraggio del campione da rosso/rosa a incolore. Il 
kit include anche un tampone per la risospensione del pellet in flaconi monodose, per ridurre il 
rischiocontaminazioni e le cross-contaminazioni. 
Procedimento: 
• porre in un provettone conico da 50 mL, dotato di tappo a vite, volumi uguali di campione e di 
soluzione decontaminante, evitando di impiegare più di 10 mL di campione; 
• agitare su vortex fino a che il materiale non sia ben omogeneizzato e successivamente mescolare 
più volte per inversione; 
• lasciare riposare a temperatura ambiente per 15-20 minuti per permettere al 
decontaminante/fluidificante di agire; 
• aggiungere tampone fosfato per bloccare l’azione lesiva del decontaminante e ridurre la 
viscosità della miscela; 
• avvitare accuratamente il tappo del provettone e mescolare per inversione; 
• centrifugare a 3000 xg per 15 minuti utilizzando una centrifuga dotata di cestelli con dispositivi 
antiaerosol. È consigliato l’uso di centrifuga refrigerata per evitare che, a causa dell’elevato 
numero di giri e del conseguente innalzamento della temperatura, la vitalità dei micobatteri venga 
compromessa; 
• dopo la centrifugazione, eliminare il surnatante e prelevare con una pipetta Pasteur una o due 
gocce di sedimento per allestire il vetrino; per evitare il distacco del materiale è possibile 
depositare sul vetrino, prima del campione, una goccia di liquido adesivo reperibile in commercio; 
• risospendere il restante sedimento in non più di 2 mL di albumina bovina oppure di tampone 
fosfato, seguendo le indicazioni del produttore del sistema utilizzato.  
• seminare il sedimento così preparato negli idonei terreni di coltura. 
 
Controllo di qualità: 
Per controllare la capacità decontaminante di ogni nuovo lotto di reagenti è necessario seminare 
tre o quattro campioni, dopo averli decontaminati, su piastre di agar cioccolato. Le colonie di 
contaminanti cresciute dopo 48 ore di incubazione a 37 °C dovrebbero essere in numero 
ridottissimo o del tutto assenti. 
Nell’attività di routine è necessario tenere sotto controllo la percentuale di campioni contaminati. 
La percentuale di inquinamento deve rimanere compresa fra il 3% e il 5%; una percentuale 
inferiore al 3% denota un processo di decontaminazione troppo energico, una percentuale 
superiore al 5% è indice di una decontaminazione troppo debole o di una incompleta 
fluidificazione. Nei terreni liquidi, la cui composizione è estremamente ricca, può risultare difficile 
rispettare il limite del 5% (4); va ricordato tuttavia che, utilizzando, come è doveroso, terreni solidi 
e terreni liquidi in parallelo, si considerano contaminate quelle colture in cui entrambe le colture 
non vanno a buon fine. 
Non sempre il processo di decontaminazione da’ i risultati attesi. In presenza di colture contenenti 
sia bacilli alcol-acido-resistenti che contaminanti è possibile fare una subcoltura da una minima 
quantità di crescita su una piastra di Middlebrook 7H10 o Middlebrook 7H11, strisciando 
accuratamente al fine di ottenere colonie quanto più possibile isolate. Dalle colonie 
eventualmente cresciute devono essere allestiti preparati microscopici per verificarne l’alcol-
acido-resistenza e la purezza. È anche possibile ridecontaminare il sedimento di una coltura liquida 
contaminata con pari volume di NaOH al 4% e successivamente procedere a un nuovo inoculo. In 
caso di contaminazione da cocchi Gram-positivi è possibile aggiungere al terreno liquido, oltre al 



normale supplemento, vancomicina in quantità tale da avere una concentrazione finale nel 
medium di 2 μg/mL (11).  
ESAME COLTURALE 
Gli attuali standard internazionali raccomandano l’uso di terreni sia solidi che liquidi per 
l’isolamento dei micobatteri da campioni biologici (1, 3, 10, 15). 
La coltura in terreno solido può essere eseguita a partire da qualsiasi tipo di materiale biologico. La 
crescita dei micobatteri avviene più comunemente a 35-37 °C, ma per alcune specie sono richieste 
temperature di crescita differenti, quali ad esempio 30 o 42 °C. 
La scelta del terreno di isolamento dipende da molti fattori, tra i quali il tipo di campione è 
sicuramente quello più importante; per campioni provenienti da siti normalmente sterili si 
scelgono terreni non selettivi, mentre per campioni pesantemente contaminati può essere utile 
utilizzare un terreno selettivo, dato che non è raro che la decontaminazione non riesca a eliminare 
tutta la flora contaminante presente. Poiché nessun terreno di coltura è ideale, la scelta fra terreni 
all’uovo e terreni agarizzati è affidata all’esperienza del microbiologo. 
Qualora si sospetti la presenza di Mycobacterium haemophilum, soprattutto nel caso di pazienti 
gravemente immunodepressi con lesioni cutanee o in presenza di linfoadeniti in età pediatrica 
(che colpiscono anche i bambini immunocompetenti), possono essere utilizzati sia terreni a base di 
uovo, addizionati con ammonio citrato ferrico all’1%, che terreni agarizzati addizionati con emina 
allo 0,2% (11). 
GESTIONE DEI TERRENI SOLIDI 
Dopo l’omogeneizzazione e l’eventuale decontaminazione, i campioni vanno inoculati nelle 
provette di terreno solido, all’uovo o agarizzato, in ragione di 0,10-0,25 mL (2-4 gocce) per 
ciascuna. Le provette devono essere incubate in posizione inclinata, in modo che il materiale possa 
ricoprire per intero tutta la superficie del becco di clarino, con il tappo lasciato allentato per 
permettere l’evaporazione della parte liquida dell’inoculo. Dopo qualche giorno, quando il terreno 
sarà asciutto, occorre serrare il tappo ed è possibile proseguire l’incubazione in posizione verticale. 
Sia che si utilizzino terreni all’uovo o terreni agarizzati, l’incubazione deve essere protratta per 
almeno 8 settimane; l’incubazione fino a 12 settimane può rendersi necessaria per permettere la 
crescita anche dei ceppi disgonici o a crescita particolarmente lenta quali Mycobacterium ulcerans 
e Mycobacterium malmoense. L’incubazione dei terreni in atmosfera contenente CO2, in 
concentrazione compresa tra il 5% e il 10%, è indispensabile per i terreni di Middlebrook 7H10 e 
7H11 e favorisce lo sviluppo dei micobatteri anche sui terreni all’uovo. La stimolazione massima 
della crescita da parte della CO2 si verifica durante le prime due settimane di incubazione. La 
temperatura di incubazione deve essere compresa tra 35°C e 37°C. Per campioni di origine 
cutanea, o quando il clinico sospetti la presenza di particolari specie micobatteriche 
(Mycobacterium marinum o Mycobacterium ulcerans), si raccomanda di seminare due set di 
terreni, di cui uno incubato a 37°C e uno a temperatura inferiore (30-32°C). È consigliabile 
prolungare i tempi di incubazione oltre le 8 settimane anche nel caso di linfoadenopatie in età 
pediatrica con microscopia positiva e negatività colturale rilevata nei tempi standard. Si 
raccomanda che tutti i terreni solidi siano esaminati settimanalmente per verificare se vi sia stata 
crescita di micobatteri e di eventuali contaminanti.  
Dalle colonie eventualmente cresciute sulla superficie dei terreni di coltura deve essere allestito 
un vetrino per differenziare i bacilli alcol-acido-resistenti dagli eventuali contaminanti.  
COLTURA IN TERRENO LIQUIDO 
Esistono in commercio vari tipi di terreni liquidi per micobatteri alcuni dei quali prevedono 
l’impiego di apparecchi automatici per l’incubazione e la lettura. Il rilevamento di prodotti del 
metabolismo microbico con metodiche sensibili e automatizzate abbrevia in maniera significativa i 
tempi di detection dei micobatteri nei campioni clinici.  



Il sistema automatico MGIT è di gran lunga il più diffuso in Italia e nel mondo. Il terreno è 
contenuto in provette alle quali devono essere aggiunti un supplemento, costituito da una miscela di 
antibiotici (PANTA) che lo rende selettivo, e un arricchimento (OADC). Una volta inoculate con 0,5 
mL di campione decontaminato o, per i materiali provenienti da siti sterili, semplicemente 
concentrato, le provette vengono caricate nello strumento, dove vengono incubate a una 
temperatura di 36 °C per 6 settimane o fino alla comparsa di positività. Sulle provette che lo 
strumento segnala come positive deve essere eseguito un preparato microscopico, atto a 
verificare la presenza o l’assenza di bacilli alcol-acido-resistenti, e contestualmente, una semina su 
agar cioccolato. Quando lo strumento segnala la scadenza del periodo di incubazione è buona 
regola, prima di eliminare le provette considerate negative, esaminarle visivamente per 
individuare l’eventuale presenza di torbidità o di granuli che potrebbero indicare una crescita non 
rilevata dallo strumento. In quest’ultimo caso occorre eseguire un preparato microscopico atto a 
verificare la presenza di bacilli alcol-acido-resistenti. 
La percentuale di contaminazioni in terreno liquido è solitamente non inferiore al 6-7% (6, 16). 
Per i dettagli operativi del sistema MGIT o di altri sistemi eventualmente usati si rimanda alle 
istruzioni del produttore. 
CONTROLLO DI QUALITÀ 
È importante controllare tutti i lotti di terreno, siano essi preparati in laboratorio o acquistati dal 
commercio; questi ultimi infatti, pur essendo sottoposti a controlli da parte del produttore, 
potrebbero non essere stati trasportati e conservati in modo ottimale. Terreni di ogni nuovo lotto 
dovrebbero essere inoculati con una sospensione (torbidità 1 McFarland diluita 1/100) di colture 
fresche di Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), Mycobacterium kansasii (ATCC 
12478) e Mycobacterium fortuitum (ATCC 6841). Un controllo deve essere poi eseguito con un 
ceppo di Escherichia coli (ATCC 25922) per verificare la presenza di inibizione, almeno parziale, 
dovuta alla presenza di verde malachite o alla miscela di antibiotici (2). Tutti i terreni così inoculati 
vanno incubati con le stesse modalità adottate per i campioni clinici. 
Per tenere sotto controllo le contaminazioni, in ogni seduta lavorativa può essere incluso un 
controllo negativo costituito da acqua o tampone sterili. Il controllo deve essere processato 
insieme ai campioni clinici e inoculato negli stessi terreni. Il campione deve rimanere negativo fino 
al termine del protocollo di incubazione. Nel caso di comparsa di positività per bacilli alcol-acido 
resistenti devono essere invalidati tutti i risultati di quel batch di campioni. In tal caso, come anche 
in presenza di contaminazione da flora microbica aspecifica, devono essere introdotte o verificate 
le seguenti misure correttive (2): 
• revisione approfondita di tutte le procedure; 
• controllo della sterilità di tutti i reagenti o preparazione di nuovi reagenti; 
• disinfezione delle cappe biologiche di sicurezza. 
I laboratori che eseguono la diagnostica micobatteriologica sono tenuti a partecipare a un 
programma esterno di qualità per ogni aspetto della diagnostica erogata (8). Fra i programmi di 
proficiency disponibili in commercio, i seguenti valutano le performance delle metodiche 
impiegate per la coltura dei micobatteri: 
• Institute for Standardization and Documentation in the Medical Laboratory (INSTAND), 
Düsseldorf (Germania), http://www.instand-ev.de, spedisce 10 campioni all’anno recapitati in due 
invii. I tempi di risposta sono abbastanza ristretti (un mese) e richiedono la sola detection (positivo 
o negativo), mentre l’identificazione è opzionale; 
• UK National External Quality Assessment Service for Microbiology (NEQAS), London (UK), 
http://www.ukneqasmicro.org.uk, è distribuito in Italia da Oxoid. Il programma NEQAS invia 4 
campioni 3 volte l’anno, è necessario identificare il micobatterio isolato e segnalare il tempo di 
crescita; la deadline per l’invio delle risposte è di circa 3 mesi. 

http://www.instand-ev.de/
http://www.ukneqasmicro.org.uk/


CROSS-CONTAMINAZIONI 
Le cross-contaminazioni di laboratorio si verificano quando, durante la processazione, una coltura 
viene contaminata da micobatteri provenienti da un campione (positivo) diverso da quello 
inoculato. 
Quando si sospetti la presenza di una contaminazione crociata è raccomandato il ricorso a 
tecniche di tipizzazione molecolare (14), che sono in grado di accertare se i ceppi incriminati siano 
o meno identici. 
I seguenti riscontri laboratoristici debbono costituire un serio campanello di allarme per far 
ipotizzare la presenza di contaminazione crociata: 
• aumentata incidenza di colture positive da campioni con esame microscopico negativo; 
• debole positività colturale di uno o più campioni microscopico-negativi, provenienti da pazienti 
privi di fondato sospetto clinico, processati in una seduta comprendente un campione fortemente 
positivo. 
Misure di prevenzione delle cross-contaminazioni 
Per minimizzare il rischio di contaminazioni crociate: 
• tutti i reagenti devono essere aliquotati in base al carico di lavoro giornaliero; ciò che rimane 
deve essere eliminato o risterilizzato prima di essere nuovamente utilizzato; 
• i tubi con i campioni devono essere distanziati nel portaprovette; 
• i tubi devono essere aperti uno alla volta e tenuti aperti per il tempo strettamente necessario 
all’aggiunta dei supplementi e all’inoculo del campione in esame; 
• i tappi, una volta rimossi, devono essere appoggiati all’interno della cappa di sicurezza, su una 
garza intrisa di ipoclorito di sodio al 10%; 
• tutte le aggiunte di qualsivoglia sostanza devono essere fatte prima dell’inoculo del campione da 
processare; 
• durante l’aggiunta di reagenti o altre manipolazioni occorre evitare il contatto fra il contenitore 
del reagente, o la pipetta, e il bordo del tubo del campione; 
• deve essere evitata la formazione di schizzi durante l’aggiunta del campione al tubo contenente i 
reagenti o durante la decantazione successiva alla centrifugazione; 
• occorre aspettare circa 5 minuti prima di aprire un tubo dopo averlo agitato al vortex. 
REFERTAZIONE 
In caso di negatività refertare: “Negativa la coltura di micobatteri”. 
In caso di positività refertare: “Positiva la crescita di bacilli alcol-acido-resistenti. Identificazione in 
corso”. 
La refertazione delle colture positive deve essere fatta non appena si rileva crescita sul primo dei 
terreni seminati, di solito il terreno liquido. L’incubazione dell’altro terreno (solitamente quello 
solido) va comunque prolungata fino al momento della comparsa di positività o fino al termine del 
periodo di incubazione. 
Generalmente il numero delle colonie cresciute su terreno solido correla con il numero dei bacilli 
alcol-acido-resistenti presenti all’esame microscopico. La quantificazione delle colonie e/o il 
tempo di positivizzazione possono aiutare a valutare sia l’estensione della malattia che la risposta 
alla terapia (2). 
La contaminazione di una coltura deve essere segnalata quanto prima al clinico, per l’eventuale 
invio di un nuovo campione. 
 
EMOCOLTURA 
Poiché i micobatteri quando sono presenti nel sangue lo sono in bassa carica e in maniera 
intermittente, il sangue non può essere considerato il materiale di elezione per diagnosticare 
un’infezione da micobatteri. È perciò importante che la richiesta di emocoltura sia basata su 



fondati sospetti clinici. La sepsi da micobatteri tubercolari è comunemente associata a tubercolosi 
miliare, mentre le sepsi da micobatteri non tubercolari sono più frequenti in corso di AIDS o 
comunque in presenza di grave compromissione del sistema immunitario (9). In tali pazienti le 
specie più frequentemente isolate appartengono al Mycobacterium avium complex (5). 
Oltre al classico prelievo ematico mediante puntura venosa può essere praticata una mielocoltura 
e, nel caso di sospetta tubercolosi dell’apparato genitale femminile, la coltura del sangue 
mestruale. 
Il prelievo può essere eseguito direttamente in flaconi dedicati se il laboratorio dispone dello 
strumento automatico specifico. È anche possibile utilizzare, per il prelievo, normali provette 
sterili con SPS (sodio polianethol sulfonato) o con eparina; non è accettabile l’EDTA (acido etilen-
diamino-tetra-acetico), che è un potente inibitore della crescita dei micobatteri. Il sangue così 
prelevato va trasferito in laboratorio nei flaconi dedicati. In alternativa dovrebbe essere usato il 
sistema ISOLATOR per la lisi-centrifugazione; questo permette l’inoculo di qualsiasi tipo di terreno, 
liquido e solido. 
Se i campioni di sangue non possono essere processati al momento, devono essere conservati a 
temperatura ambiente (10). 
A causa della paucibacillarità dei campioni ematici non è utile l’esecuzione dell’esame 
microscopico mentre è consigliabile prolungare il tempo di incubazione delle colture almeno per 8 
settimane, anche nei sistemi i cui protocolli prevedano incubazioni più brevi. Nel caso di pazienti 
con AIDS o con grave compromissione del sistema immunitario, con sospetto di infezione da 
Mycobacterium genavense, è consigliabile prolungare i tempi di incubazione anche oltre le 8 
settimane. 
Sistema Isolator. Metodo della lisi-centrifugazione 
Principio: 
Il sistema (7, 12, 13), utilizza una provetta contenente una miscela di reagenti in grado di lisare le 
cellule ematiche senza ledere la vitalità dei micobatteri. Il concentrato ottenuto per 
centrifugazione può essere seminato su tutti i tipi di terreno, sia solidi che liquidi; i terreni liquidi 
hanno comunque una maggiore sensibilità rispetto a quelli solidi e tempi di crescita più brevi (5). 
Qualora si utilizzino sistemi di coltura automatici occorre inoculare flaconi di uso generale (Myco/F 
Sputa invece di Myco/F Lytic), essendo quelli specifici per emocoltura destinati alla semina di 
sangue intero. 
Procedimento: 
• raccogliere, nella provetta Isolator 10, 10 mL di sangue prelevato dalla vena del paziente (1,5 mL 
nella provetta Isolator 1.5, se si tratta di pazienti pediatrici) e miscelare per inversione; 
• centrifugare a 3000 xg per 30 minuti; 
• applicare il dispositivo di perforazione (fornito) e, utilizzando l’apposita pressa, perforare il 
diaframma di gomma; 
• introdurre la pipetta più corta (fornita) e prelevare il supernatante che verrà quindi scartato; 
• agitare al vortex la provetta per 10 secondi; 
• utilizzando la pipetta più lunga (fornita), prelevare l’intero sedimento e seminarlo su idonei 
terreni di coltura; 
• incubare e leggere i terreni di coltura secondo le modalità consuete. 

 
 

BIBLIOGRAFIA 

1. Chiaradonna P., Tronci M. Decontaminazione e coltura. In: Tortoli E., Piersimoni C., Scarparo C., 
Cirillo D. M., Frizzera E. Micobatteriologia Clinica. II Ed. 2013. C.E.A. Selecta Medica, Pavia. 



2. CLSI, Laboratory detection and identification of mycobacteria; proposed guideline, 2007, CLSI, 
Forbes, BA. 
3. ECDC Handbook on TB laboratory diagnostic methods for the European Union. 2016. 
4. Hanna B.A., Ebrahimzadeh A., Elliott L.B., Morgan M.A., Novak S.M., Rüsch-Gerdes S., Acio M., 
Dunbar D.F., Holmes T.M., Rexer C.H., Savthyakumar C., Vannier A.M., Multicenter evaluation of 
the BACTEC MGIT 960 system for recovery of mycobacteria, 1999, J Clin Microbiol; 37:748-752. 
5. Horsburgh C.R. Jr., Mycobacterium avium complex infection in the acquired immunodeficiency 
syndrome, 1991, N Engl J Med; 324:1332-1338. 
6. Jacomo V., Musso D., Gevaudan M.J., Drancourt M., Isolation of blood-borne Mycobacterium 
avium by using the nonradioactive BACTEC 9000 MB system and comparison with a solid-culture 
system, 1998, J Clin Microbiol; 36:3694-3697. 
7. Kiehn T.E., Gold J.W.M., Brannon P.,Timberger R.J., Armstrong D., Mycobacterium tuberculosis 
bacteraemia detected by the Isolator lysis-centrifugation blood culture system, 1985, J Clin 
Microbiol; 21:647-648. 
8. Nikolayevskyy V, Hillemann D, Richter E, Ahmed N, van der Werf MJ, Kodmon C, Drobniewski F, 
Ruesch-Gerdes S; ERLTB-Net Network. External Quality Assessment for Tuberculosis Diagnosis and 
Drug Resistance in the European Union: A Five Year Multicentre Implementation Study. PLoS One. 
2016; 11:e0152926.  
9. Palacios E., Alcalà L., Ruiz-Serrano M.J., de Viedma D.G., Rodriguez-Creixems M., Marin-Arriaza 
M., Berenguer J., Bouza E., Evaluation of bone marrow and blood cultures for the recovery of 
mycobacteria in the diagnosis of disseminated mycobacterial infections, 2004, Clin Microbiol 
Infect; 10:734-737. 
10. Pfyffer G.E., Brown-Elliott B.A., Wallace R.J. Jr., Mycobacterium: general characteristics, 
isolation, and staining procedures, in: Murray P.R., Baron E.J., Jorgensen J.H., Pfaller M.A., Yolken 
R.H. Eds., Manual of clinical microbiology, 2003, ASM Press, Washington DC; 532-559. 
11. Samra Z., Kaufmann L., Zeharia A., Ashkenazi S., Amir J., Bahar J., Reischl U., Naumann L., 
Optimal detection and identification of Mycobacterium haemophilum in specimens from pediatric 
patients with cervical lymphadenopathy, 1999, J Clin Microbiol; 37:832-834. 
12. Saragias M., Wampole ISOLATOR tube, in: Isenberg H.D. Ed., Clinical microbiology procedure 
handbook, 2004, Washington DC, American Society for Microbiology; 7.4.5. 
13. Stockman L., Blood culture for mycobacteria: Isolator method, in: Isenberg H.D. Ed., Clinical 
microbiology procedures handbook, 1992, Washington, American Society for Microbiology; 3.9.1-
3.9.5 
14. Supply P, Lesjean S, Savine E, Kremer K, van Soolingen D, Locht C. Automated high-throughput 
genotyping for study of global epidemiology of Mycobacterium tuberculosis based on 
mycobacterial interspersed repetitive units. J Clin Microbiol. 2001;39:3563-3571.  
15. Tenover F.C., Crawford J.T., Huebner R.E., Geiter L.J., Horsburgh C.R., Good R.C., The 
resurgence of tuberculosis, Is your laboratory ready?, 1993, J Clin Microbiol; 31:767-770. 
16. Tortoli E., Cichero P., Piersimoni C., Simonetti MT., Gesu G., Nista D., Use of BACTEC MGIT 960 
for recovery of mycobacteria from clinical specimens: multicenter study, 1999, J Clin Microbiol; 
37:3578-3582. 
 



IDENTIFICAZIONE 
A cura del GLaMic, Gruppo di Lavoro Micobatteri (Enrico Tortoli, Anna Camaggi, 

Daniela Cirillo, Danila Costa, Lanfranco Fattorini, Eliana Frizzera, Daniela 
Marchetti, Monica Pecorari, Federica Piana, Claudio Piersimoni, Claudio Scarparo) 

 
È indispensabile giungere all’identificazione di tutti i micobatteri cresciuti in coltura, poiché tale 
informazione è cruciale per diagnosi e terapia (17). I laboratori che non eseguono l’identificazione 
devono inviare gli isolati a un Centro di Riferimento. Un’identificazione a livello di raggruppamento 
di specie è accettabile per i micobatteri facenti parte del Mycobacterium tuberculosis complex, del 
Mycobacterium avium complex, del Mycobacterium terrae complex. 
Di fondamentale importanza dal punto di vista clinico e terapeutico è la differenziazione, che deve 
essere effettuata nel più breve tempo possibile, tra micobatteri appartenenti al Mycobacterium 
tuberculosis complex e micobatteri non tubercolari (MNT). 
L’identificazione a livello di specie, all’interno del Mycobacterium tuberculosis complex dovrebbe 
essere eseguita almeno nei Centri di Riferimento. 
IDENTIFICAZIONE MEDIANTE TEST BIOCHIMICO-COLTURALI 
L’utilizzo dei test biochimico-colturali per l’identificazione delle varie specie di micobatteri (5) è 
stato quasi completamente abbandonato, infatti l’elevato numero di specie attualmente 
conosciute richiederebbe, per la differenziazione, l’esecuzione di un numero insostenibile di test. 
Inoltre i test per i quali sono conosciuti i risultati attesi relativamente alle singole specie 
rappresentano un’esigua minoranza. 
Alcune caratteristiche colturali, quali velocità di crescita, morfologia e pigmentazione delle 
colonie, devono comunque essere sempre indagate, qualsiasi sia l’approccio identificativo 
adottato, e la loro compatibilità con l’identificazione ottenuta è assai importante per valutare 
l’attendibilità di quest’ultima. 
RILEVAMENTO DELLE CARATTERISTICHE DELLE COLONIE 
Delle colonie cresciute in coltura vanno attentamente valutate: 
• la velocità di crescita: inferiore o superiore di 7 giorni; 
• la morfologia: le colonie possono presentarsi lisce, rugose, trasparenti, opache, a margini netti, a 
margini frastagliati; 
• la presenza di più tipi morfologici: ciascuno da identificare autonomamente; 
• la pigmentazione: è importante distinguere, in presenza di pigmento, se questo venga prodotto 
solo dopo esposizione alla luce, o anche in assenza, di luce. Si possono così distinguere: 

- micobatteri non cromogeni (assenza di pigmento); 
- micobatteri fotocromogeni (presenza di pigmento fotoindotto); 
- micobatteri scotocromogeni (presenza di pigmento non fotoindotto). 

Per una migliore visualizzazione della morfologia delle colonie è indicato l’utilizzo di terreni solidi, 
a base di agar (Middlebrook 7H10 o 7H11), distribuiti in piastra. Le piastre capovolte possono 
essere osservate al microscopio a piccolo ingrandimento (obbiettivo 10x). In genere sono gli stadi 
iniziali di sviluppo quelli che forniscono le indicazioni più utili. Su tali terreni le colonie di 
Mycobacterium tuberculosis hanno un aspetto irregolare, con i bacilli che formano cordoni 
serpeggianti; i margini sono frastagliati e la parte interna granulare. Morfologie particolari sono 
caratteristiche di Mycobacterium avium e di Mycobacterium xenopi: colonie rotondeggianti a 
margini ondulati e centro rilevato, nel primo, e colonie di aspetto stellato, nel secondo. 
Procedimento: 
• Inoculare due tubi di Löwenstein-Jensen, ciascuno con 4 gocce di una diluizione 1/1.000 di una 
sospensione micobatterica avente una torbidità pari allo standard n. 1 della scala McFarland; 



• avvolgere uno dei due tubi in carta stagnola per tenerlo al riparo della luce; 
• incubare i due tubi a 37 °C (o alla temperatura di crescita ottimale per le specie con esigenze 
particolari); 
• osservare, a intervalli regolari, il terreno non avvolto in carta stagnola fino al momento dello 
sviluppo di colonie. 
Il ceppo è da considerare a crescita rapida se le colonie sono ben visibili entro il settimo giorno di 
incubazione, a crescita lenta se richiedono più tempo per manifestarsi. 
Quando nel tubo incubato alla luce sono visibili colonie ben sviluppate, la carta stagnola può 
essere rimossa dal secondo tubo. Se le colonie cresciute al buio risultano pigmentate il ceppo è da 
considerarsi scotocromogeno; in caso contrario la coltura viene incubata overnight dopo averla 
esposta, per qualche ora, alla luce di una lampada a incandescenza. A questo punto gli stipiti che 
avranno sviluppato pigmento saranno da considerare fotocromogeni e quelli rimasti non 
pigmentati, non cromogeni. 
IDENTIFICAZIONE MEDIANTE ANALISI DEI LIPIDI DELLA PARETE MICOBATTERICA 
Tre diverse metodiche possono essere impiegate: HPLC, gascromatografia (GLC) e cromatografia 
su strato sottile (TLC). 
Nella parete dei micobatteri sono presenti acidi grassi a catena lunga denominati acidi micolici; 
questi, una volta estratti e derivatizzati, possono essere analizzati mediante HPLC (2, 18). 
Utilizzando la GLC, l’elevata temperatura fa sì che gli acidi micolici producano, per pirolisi, esteri 
metilici saturi, nonché acidi grassi saturi e insaturi ed alcol (7). 
Nella TLC gli acidi micolici depositati su una piastra vengono separati da un solvente che avanza 
per capillarità e, a migrazione completata, si presentano sotto forma di macchie identificabili in 
base alla loro posizione rispetto al punto di deposizione (12). 
Dei tre approcci solo l’HPLC è stato impiegato su larga scala. Si tratta comunque di metodiche non 
facilmente standardizzabili il cui potere discriminativo si è progressivamente ridotto nel tempo a 
causa della continua descrizione di nuove specie  
IDENTIFICAZIONE MEDIANTE SPETTROMETRIA DI MASSA (MALDI-TOF) 
L’analisi dei micobatteri con MALDI-TOF MS richiede procedure particolari di inattivazione dei 
micobatteri e di estrazione delle proteine. Nel campo della micobatteriologia non sono mancate le 
difficoltà e soltanto di recente sono stati messi a punto due protocolli di inattivazione/estrazione 
standardizzati; per entrambi sono forniti i reagenti e i materiali di consumo necessari. Entrambi i 
protocolli, utilizzabili sia da coltura solida che liquida, prevedono una fase di inattivazione con 
etanolo (10) (ed, in un caso, anche con bollitura (22)) e una di estrazione delle proteine con acido 
formico e aceto nitrile. Il campione inattivato ed estratto viene applicato su due spot di una piastra 
e cristallizzato con aggiunta della “matrice”. La piastra viene inserita nella  camera di ionizzazione 
dello spettrometro di massa.  Lo strumento genera uno spettro di massa che viene confrontato 
con un “database” di spettri di specie note. I due spettrometri di massa MALDI-TOF attualmente  
sul mercato, pur usando algoritmi diversi per l’identificazione dei microrganismi, consentono in 
meno di 2 ore una buona identificazione di specie. 
Uno dei due sistemi dispone di database IVD che comprende tuttavia un numero esiguo di specie 
micobatteriche. L’altro sistema, non marcato IVD, possiede un database molto più ricco.  
IDENTIFICAZIONE MEDIANTE DNA-PROBE 
I sistemi di identificazione commerciali basati sull’uso di sonde molecolari (4, 8, 13, 15, 19) sono 
utilizzabili a partire da organismi cresciuti su terreno solido o liquido. Tali sistemi rappresentano 
attualmente lo strumento più affidabile a disposizione dei laboratori che non hanno accesso al 
sequenziamento. 



Il sistema commerciale di ibridizzazione in fase liquida non richiede amplificazione e permette di 
identificare, mediante kit separati: M. tuberculosis complex, M. avium, M. intracellulare, M. 
kansasii, M. gordonae e M. avium complex.  
Esistono vari sistemi commerciali basati sulla ibridizzazione inversa, comunemente conosciuti 
come LiPA, che permettono, con un singolo test, l’identificazione di varie specie (il loro numero 
varia a seconda del kit). Questi richiedono l’amplificazione preventiva del DNA del ceppo da 
identificare. I singoli kit usano come bersaglio regioni geniche differenti.  
Vale la pena di ricordare che, per alcune delle sonde utilizzate nei vari kit commerciali di cui sopra, 
sono state segnalate reazioni crociate (20). 
Un kit LiPA commerciale è disponibile anche per la differenziazione delle specie all’interno del M. 
tuberculosis complex. 
Per i dettagli operativi dei singoli kit si rimanda alle rispettive istruzioni del produttore. 
Controllo di qualità: 
Ad ogni cambio di lotto occorre sottoporre al test ceppi di due specie, uno che funge da controllo 
positivo, appartenente alla specie per cui il probe è specifico, e l’altro appartenente a una specie 
diversa, che funge da controllo negativo. 
TEST IMMUNO-CROMATOGRAFICO PER L’IDENTIFICAZIONE RAPIDA DEI CEPPI APPARTENENTI AL 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX 
Le specie appartenenti al Mycobacterium tuberculosis complex secernono, durante la coltura, la 
proteina MPT64. Esistono in commercio sistemi lateral flow in grado di rilevare in pochi minuti la 
presenza della proteina suddetta utilizzando 100 µL di brodocoltura positiva. Il test è di facile 
interpretazione: se positivo compare una banda specifica; una seconda banda deve comparire 
tassativamente, essa conferma infatti che il test è stato eseguito correttamente.  
Il test può dare risultato falsamente negativo con alcuni ceppi di M. bovis BCG (3). 
Per i dettagli operativi si rimanda alle istruzioni del produttore.  
IDENTIFICAZIONE MEDIANTE PCR RESTRICTION ANALYSIS (PRA) 
Si tratta di un test non disponibile sotto forma di kit commerciale. Richiede l’amplificazione di 
un frammento di 440 pb del gene hsp65. Due aliquote del prodotto di amplificazione vengono 
sottoposte separatamente all’azione di due enzimi di restrizione: BstEII e HaeIII (16). Il prodotto di 
restrizione di ciascun enzima varia, nelle singole specie, per il numero e/o per le dimensioni dei 
frammenti prodotti. Una corsa elettroforetica consente di determinare il numero e, per confronto 
con una scala di pesi molecolari, le dimensioni dei frammenti. È possibile risalire dal pattern di 
restrizione all’identificazione del micobatterio ricorrendo a un apposito algoritmo. Per 
l’interpretazione dei risultati può essere utilizzato il database PRAsite disponibile su internet 
all’indirizzo: http://app.chuv.ch/prasite/index.html. 
In aggiunta alle problematiche sempre presenti quando si usano sistemi home-made, le 
identificazioni ottenute con il test PRA non sono sempre attendibili. 
IDENTIFICAZIONE MEDIANTE SEQUENZIAMENTO GENICO 
La regione più comunemente sequenziata a fini identificativi è il gene codificante per l’rRNA 16S; 
altre regioni idonee si trovano nel gene hsp65, nello spaziatore (ITS1) e nel gene rpoB. Il 
sequenziamento del 16S rRNA dà risultati soddisfacenti con le specie a crescita lenta; l’rpoB è 
consigliato per le specie a crescita rapida; l’hsp65 rappresenta l’alternativa al 16S nel caso che 
quest’ultimo non risulti sufficientemente discriminativo mentre l’ITS1 è il bersaglio ideale per la 
differenziazione delle specie all’interno del M. avium complex (1, 6, 11, 14). ll sequenziamento 
viene solitamente eseguito con procedure home-made. Per il gene 16S rDNA  esistono in 
commercio kit “tutto incluso”. La soluzione con il miglior rapporto costo/beneficio è 
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probabilmente il ricorso a laboratori specializzati che eseguono sequenziamenti su richiesta; in tal 
caso occorre fornire il DNA da sequenziare e la sequenza dei primer da utilizzare.  
Analisi dell’elettroferogramma: 
L’elettroferogramma costituisce l’output del sequenziatore automatico. Esso consiste in una 
successione di picchi, di colori diversi corrispondenti alle quattro basi azotate, che riproducono la 
sequenza del segmento in esame. La qualità dell’elettroferogramma deve essere rigorosamente 
controllata; in particolare occorre verificare che non vi sia sovrapposizione di picchi e che la 
decodifica operata dallo strumento sia corretta. In molti casi l’osservazione visiva permette di 
risolvere le ambiguità che il sistema non è in grado di interpretare. 
Eccellenti programmi per la gestione e l’archiviazione delle sequenze sono MEGA e BioEdit, 
entrambi scaricabili gratuitamente da internet (http://www.megasoftware.net/; 
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). 
Interrogazione del database: 
L’identificazione del microrganismo in esame si raggiunge confrontando la sequenza ottenuta con 
le sequenze presenti in un database. In aggiunta ai database commerciali ve ne sono alcuni 
consultabili gratuitamente tramite internet; fra questi l’americano GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htm), l’europeo EMBL 
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) e il giapponese DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) sono 
perfettamente sovrapponibili dato che, fra di essi, esiste un accordo di condivisione delle 
sequenze depositate. 
Una volta inserita una sequenza nell’apposita finestra, il database restituisce un elenco di 
microrganismi in ordine decrescente di somiglianza con il ceppo in esame e ne riporta la sequenza, 
appaiata con quella in esame con, evidenziate, le eventuali discordanze. La tecnologia del 
sequenziamento è notevolmente migliorata negli ultimi anni e consente oggi di ottenere 
elettroferogrammi di buona qualità anche in contesti non specialistici. L’interpretazione degli 
elettroferogrammi manca ancora però di regole precise e il raggiungimento di un’identificazione 
non corretta da una sequenza eccellente è molto frequente, in particolare per i micobatteri, 
organismi che sono strettamente imparentati fra di loro a livello genetico. Non sempre 
l’identificazione corrisponde alla specie con il più elevato grado di somiglianza è quella corretta; 
l’esperienza del microbiologo nella risoluzione delle discordanze e nella valutazione del loro 
“peso” gioca un ruolo determinante (18). L’interpretazione delle sequenze richiede conoscenze di 
micobatteriologia e non può essere demandata all’esecutore del sequenziamento (21). 
Controllo di qualità: 
Il miglior controllo di qualità del sequenziamento consiste nell’analisi sistematica dei due filamenti 
forward e reverse e nella verifica della loro perfetta complementarità. 
PROGRAMMI DI VALUTAZIONE ESTERNA DI QUALITÀ 
I laboratori di micobatteriologia sono tenuti a partecipare a un programma esterno di qualità per 
ogni aspetto della diagnostica erogata. Fra i programmi di proficiency disponibili in commercio, 
soltanto uno include la valutazione della performance delle metodiche impiegate per 
l’identificazione dei micobatteri: Institute for Standardization and Documentation in the Medical 
Laboratory (INSTAND), Düsseldorf (Germania), http://www.instand-ev.de, spedisce otto ceppi 
all’anno recapitati in due invii. I tempi di risposta sono abbastanza ristretti (50 giorni circa). 
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TEST DI SENSIBILITÀ 
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Marchetti, Monica Pecorari, Federica Piana, Claudio Piersimoni, Enrico Tortoli) 
 

Il bacillo tubercolare è intrinsecamente resistente alla grande maggioranza dei farmaci 
antibatterici di uso generale, mentre è normalmente sensibile a un ristretto numero di molecole, 
alcune delle quali non trovano altri impieghi terapeutici. Fino agli anni ’80 il saggio della sensibilità 
del bacillo tubercolare era considerato quasi superfluo, essendo i ceppi selvaggi (cioè quelli isolati 
da pazienti non trattati in precedenza con farmaci antitubercolari) sensibili a tutti i farmaci 
specifici. L’antibiogramma veniva pertanto eseguito solo nel caso in cui il paziente dimostrasse di 
non rispondere al trattamento, per appurare se si fossero sviluppate resistenze. In anni più 
recenti, l’isolamento sempre più frequente di ceppi resistenti e la crescente diffusione dei ceppi 
MDR (multidrug resistant, resistenti ad almeno isoniazide e rifampicina) e XDR (extensively drug 
resistant, resistenti, oltre che a isoniazide e rifampicina, ad almeno uno degli antitubercolari 
iniettabili di seconda scelta [amikacina, capreomicina e kanamicina] e ad almeno uno dei 
fluorochinoloni attivi sui micobatteri [levofloxacina e ofloxacina]) ha provocato un brusco 
cambiamento di rotta. Attualmente l’antibiogramma è ritenuto indispensabile per tutti i ceppi di 
primo isolamento. 
I micobatteri appartenenti a M. tuberculosis complex e quelli non tubercolari differiscono anche 
per la sensibilità ai farmaci. Il saggio della sensibilità in questi ultimi è ancora ben lungi dall’essere 
stato messo a punto e viene eseguito solo limitatamente ad alcune specie e ad alcuni farmaci. 
I metodi qualitativi, che utilizzano un’unica concentrazione di farmaco, definita “concentrazione 
critica”, consentono di determinare se lo stipite micobatterico in esame è sensibile o resistente a 
tale molecola. La concentrazione critica di un farmaco antitubercolare è definita come la più bassa 
concentrazione in grado di inibire il 95% dei ceppi selvaggi appartenenti a M. tuberculosis complex 
e contemporaneamente incapace di inibire i ceppi isolati da pazienti che non rispondono al 
trattamento col medesimo farmaco e che devono quindi essere considerati resistenti. Questo 
approccio si è dimostrato valido per il bacillo tubercolare perché i ceppi selvaggi presentano una 
notevole uniformità nel grado di sensibilità ai farmaci e perché le concentrazioni attive sui ceppi 
sensibili e resistenti sono nettamente differenti.  
I metodi quantitativi consentono di misurare il grado di sensibilità determinando la concentrazione 
minima inibente (MIC), che corrisponde alla più bassa concentrazione del farmaco capace di 
inibire in vitro la crescita visibile della popolazione micobatterica in esame. La determinazione 
della MIC può essere importante per quelle specie caratterizzate da un ristretto intervallo tra 
sensibilità e resistenza a un determinato farmaco, in particolare per i micobatteri non tubercolari. 
TEST DI SENSIBILITÀ PER M. TUBERCULOSIS COMPLEX 
Il test di sensibilità dovrebbe essere eseguito su tutti i ceppi di M. tuberculosis complex di primo 
isolamento utilizzando i farmaci di prima linea (etambutolo, isoniazide, pirazinamide e rifampicina) 
e dovrebbe essere ripetuto se, dopo 2-3 mesi di terapia, le colture del paziente continuano ad 
essere positive (3). I farmaci di seconda linea (amikacina, capreomicina, kanamicina, levofloxacina, 
moxifloxacina, etionamide, linezolid) dovrebbero essere testati solo in presenza di resistenze 
accertate a quelli di prima linea e solo in Laboratori di Riferimento. 
I nuovi farmaci antitubercolari (bedaquilina, delamanid) sono somministrabili solo dietro 
autorizzazione del Ministero della Salute ed il test di sensibilità dovrebbe essere eseguito 
esclusivamente da Centri autorizzati. 



Per il saggio della sensibilità del bacillo tubercolare ai farmaci esistono tre diversi approcci: il 
metodo delle proporzioni, il metodo delle concentrazioni assolute e il metodo del rapporto di 
resistenza (resistance-ratio). Tutti e tre forniscono risultati clinicamente utili (1, 2, 15). 
Il metodo delle proporzioni, il più largamente impiegato, è considerato il sistema di riferimento. Il 
razionale di tale metodo si basa sull’osservazione empirica secondo la quale, se in una popolazione 
micobatterica è presente più dell’1% di mutanti resistenti a un farmaco, tale popolazione è da 
considerarsi resistente, in quanto la percentuale suddetta è destinata ad aumentare rapidamente 
per effetto della pressione selettiva esercitata da un trattamento chemioterapico che utilizzi il 
farmaco in questione (2). Si definisce resistente un ceppo che presenti una riduzione del grado di 
sensibilità tale da differenziarlo inequivocabilmente da un ceppo selvaggio. 
Nella Tabella 1 sono riportate le concentrazioni raccomandate per il saggio nei diversi terreni. 
Alcune di esse sono state recentemente modificate alla luce dei dati molecolari relativi alle 
mutazioni associate a farmacoresistenza; pur non essendo state ancora pubblicate sono qui 
riportate per gentile concessione dell’OMS. 
Saggio di sensibilità su terreno solido (metodo delle proporzioni) 
Una sospensione standardizzata del ceppo in esame viene inoculata su una serie di terreni solidi 
contenenti i singoli farmaci nonché su un terreno di controllo. La stessa sospensione, diluita 1/100, 
viene inoculata su una seconda serie di terreni contenenti i singoli farmaci e su un secondo 
terreno di controllo. La lettura viene eseguita utilizzando soltanto una delle due serie di terreni: 
quella che presenta, sul controllo, un numero di colonie compreso fra 50 e 500. Si calcola la 
proporzione fra il numero delle colonie cresciute su ciascun terreno antibiotato e il numero di 
quelle presenti sul controllo. Il criterio dell’1% viene utilizzato per determinare la sensibilità o la 
resistenza. Il metodo non è utilizzabile per la pirazinamide. 
Per il test di sensibilità del bacillo tubercolare possono essere utilizzati sia terreni a base di uovo, 
quale il Löwenstein-Jensen, sia i terreni agarizzati, Middlebrook 7H10 e 7H11. Il metodo delle 
proporzioni su terreno Middlebrook 7H10 addizionato con acido oleico, albumina, destrosio e 
catalasi (OADC) è attualmente considerato il test di riferimento (9). 
Saggio diretto su terreni solidi 
Oltre che con la metodica indiretta (da coltura), il test di sensibilità può essere eseguito 
direttamente, previa decontaminazione, sui campioni positivi all’esame microscopico (9). Si tratta 
tuttavia di una metodica ad alto rischio di contaminazione e non è attualmente raccomandata. 
Saggio di sensibilità con il sistema automatico MGIT 960 
Con una stessa sospensione batterica standardizzata si inoculano una serie di provette MGIT 
addizionate con i singoli farmaci nonché una provetta di controllo senza antibiotico. Il rilevamento 
della fluorescenza e l’interpretazione dei risultati avvengono in maniera automatizzata. Il sistema 
usa un algoritmo, basato sul principio del metodo delle proporzioni, per comparare le cinetiche di 
crescita in assenza e in presenza di farmaco e per interpretarle in termini di sensibilità e di 
resistenza. Per i dettagli tecnici si rimanda alle istruzioni del produttore. 
Saggio di sensibilità ai farmaci di seconda scelta 
Per l’esecuzione del protocollo per l’antibiogramma, esteso ai farmaci di seconda scelta (7, 8, 13), 
basato sull’utilizzo del sistema MGIT 960 è richiesto il collegamento dello strumento a un 
computer con il software EpiCenter e TB eXiST (Becton Dickinson). TB eXiST offre all’operatore il 
controllo continuo (sia numerico che grafico) della crescita dei micobatteri a contatto con il 
farmaco. Partendo da una coltura in MGIT è possibile effettuare simultaneamente 
l’antibiogramma ai farmaci di prima e di seconda linea e anche testare nuove molecole; di ciascun 
farmaco è possibile saggiare più concentrazioni. 
Analogamente al saggio di sensibilità ai farmaci di prima linea, il test relativo a quelli di seconda 
linea si basa sul principio del metodo delle proporzioni. TB eXiST memorizza l’indice di crescita 



delle provette contenenti i singoli farmaci al momento in cui il controllo raggiunge il valore di 
soglia prefissato. Il protocollo per l’inoculo delle provette antibiotate e di controllo è identico a 
quello previsto per il saggio delle molecole di prima scelta; occorre inserire i tubi nello strumento 
MGIT, leggendo in sequenza i codici a barre della provetta MGIT e dell’etichetta; tutte le provette 
che fanno parte dello stesso test devono essere inserite nello stesso cassetto. Per interpretare i 
dati è necessario che il controllo di crescita abbia raggiunto un valore >400 GU (unità di crescita); a 
questo punto il ceppo sarà da considerare resistente ai farmaci contenuti nei tubi con GU >100 e 
sensibile a quelli contenuti nei tubi con GU <100. 
Saggio di sensibilità con il sistema Sensititre 
Da alcuni anni è disponibile in commercio un sistema di microdiluizione in brodo Sensititre (TREK 
Diagnostic Systems) per il test di sensibilità dei bacillo tubercolare che include sulla stessa piastra 
farmaci di prima e di seconda linea, tale metodo è stato recentemente approvato dal CLSI per uso 
diagnostico in vitro (6). Il sistema permette la determinazione delle concentrazioni minime inibenti 
(MIC) utilizzando piastre a 96 pozzetti contenenti diluizioni per raddoppio di vari antibiotici allo 
stato liofilo. Partendo da una sospensione batterica standardizzata (5x105 UFC/mL) in brodo 
Middlebrook 7H9 con OADC, si dispensano 100 μL in ciascun pozzetto e si sigilla la piastra con una 
pellicola adesiva. La piastra viene incubata per 7 giorni o, in caso di crescita non ottimale nel 
pozzetto di controllo, per ulteriori  7 giorni. La crescita appare come torbidità o come deposito di 
cellule sul fondo del pozzetto. La MIC corrisponde alla concentrazione più bassa di antimicrobico in 
grado di inibire la crescita visibile. Per i dettagli tecnici si rimanda alle istruzioni del produttore. 
Controllo di qualità 
L’utilizzo del ceppo di M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), sensibile a tutti i farmaci 
antitubercolari di prima linea, è attualmente raccomandato dal CLSI. Il ceppo ideale per il controllo 
di qualità dei test che saggiano sia la concentrazione critica (bassa) che quella alta, dovrebbe 
essere resistente alla prima ma sensibile alla seconda. Un ceppo di riferimento con tali 
caratteristiche non è attualmente disponibile. Può essere utilizzato un ceppo isolato nella routine 
di laboratorio avente le sopraccitate caratteristiche; per motivi di biosicurezza, è sconsigliato 
l’utilizzo di ceppi MDR. Per il controllo di qualità dovrebbero essere utilizzati sia ceppi sensibili che 
resistenti ai vari farmaci, per monitorare il rischio di major errors e very major errors (10, 11, 14). Il 
controllo di qualità dovrebbe essere eseguito per ogni nuovo lotto di terreno o di farmaci e 
almeno una volta alla settimana in quei laboratori che eseguono i test di sensibilità giornalmente o 
settimanalmente, o in parallelo a ciascun test di sensibilità se questi vengono eseguiti più 
raramente. 
Per valutare la sterilità dei terreni si consiglia di incubare il 10% di ciascun nuovo lotto a 37 °C per 
48 ore e di eliminare l’intero lotto in presenza di terreni contaminati (3, 4, 15). 
Controllo di qualità esterno 
Fra i programmi di proficiency disponibili, i seguenti valutano la performance delle metodiche 
impiegate per il saggio di sensibilità del bacillo tubercolare: 
• Institute for Standardization and Documentation in the Medical Laboratory (INSTAND), 
Düsseldorf (Germania), http://www.instand-ev.de, spedisce dieci ceppi all’anno recapitati in due 
invii. I tempi di risposta sono abbastanza ristretti (un mese) e richiedono l’esecuzione del test di 
sensibilità ai farmaci di prima scelta (incluse streptomicina e pirazinamide) sugli stipiti di M. 
tuberculosis complex inviati.  
• il Laboratorio Sopranazionale di Riferimento OMS per la sorveglianza della tubercolosi farmaco- 
resistente, Istituto Superiore di Sanità, Roma, http://www.iss.it/mipi, spedisce venti ceppi di M. 
tuberculosis complex ogni 2-3 anni (5). I tempi di risposta sono piuttosto lunghi (3-6 mesi) e 
richiedono l’esecuzione del test di sensibilità ai farmaci di prima scelta (esclusa la pirazinamide) e 



ai principali farmaci di seconda scelta (kanamicina, amikacina, capreomicina e ofloxacina) sugli 
stipiti inviati.  
Discordanze fra antibiogramma fenotipici e genotipico. 
La convinzione che l’approccio fenotipico debba essere considerato il gold standard è stata messa 
recentemente in discussione da alcuni studi che hanno dimostrato che alcuni ceppi sensibili alla 
rifampicina col metodo MGIT erano associati ad outcome sfavorevoli in soggetti trattati con la 
terapia standard basata su farmaci di prima linea (12). Tali ceppi, che presentano mutazioni nel 
hot spot del gene rpoB, sono pertanto da considerare rifampicino resistenti nonostante il risultato 
del test in MGIT. Per i dettagli si veda l’Allegato 8. 
TEST DI SENSIBILITÀ PER MICOBATTERI NON TUBERCOLARI A CRESCITA LENTA 
Attualmente prevale la tendenza a considerare l’esecuzione del test di sensibilità sui micobatteri 
non tubercolari a crescita lenta di scarsa utilità clinica per una serie di motivi: 
• la maggioranza degli isolamenti è clinicamente non significativa; 
• non esistono metodiche standardizzate per l’esecuzione dell’antibiogramma; 
• nella maggior parte dei casi non esiste alcuna correlazione fra i risultati ottenuti in vitro e la 
risposta del paziente al trattamento; 
• esistono per le specie di più frequente isolamento protocolli terapeutici dimostratisi efficaci in 
vivo in molti studi controllati. 
Secondo le indicazioni del CLSI (3), lo standard raccomandato per il test di sensibilità per i 
micobatteri non tubercolari a lenta crescita è la microdiluizione in brodo. Esistono sufficienti dati 
di letteratura sulla correlazione fra i risultati del test di sensibilità in vitro e l’outcome clinico solo 
per M. avium complex, M. kansasii e M. marinum, limitatamente a uno o pochissimi farmaci. 
Saggio di sensibilità con il sistema Sensititre 
Il metodo di microdiluizione in brodo Sensititre (TREK Diagnostic Systems) è commercialmente 
disponibile per il test di sensibilità dei micobatteri non tubercolari a lenta crescita, ed è provvisto 
di marchio CE per uso diagnostico in vitro. Il sistema permette la determinazione delle 
concentrazioni minime inibenti (MIC) utilizzando piastre a 96 pozzetti contenenti diluizioni per 
raddoppio di vari antibiotici allo stato liofilo. Partendo da una sospensione batterica 
standardizzata (5x105 UFC/mL) in brodo Mueller-Hinton con OADC si dispensano 100 μL in ciascun 
pozzetto e si sigilla la piastra con una pellicola adesiva. La piastra viene incubata per 7 giorni o, in 
caso di crescita non ottimale nel pozzetto di controllo, per ulteriori  7 giorni. La crescita appare 
come torbidità o come deposito di cellule sul fondo del pozzetto. La MIC corrisponde alla 
concentrazione più bassa di antimicrobico in grado di inibire la crescita visibile. Per i dettagli 
tecnici si rimanda alle istruzioni del produttore. La crescita appare come torbidità o come deposito 
di cellule sul fondo del pozzetto. La MIC corrisponde alla concentrazione più bassa di antimicrobico 
in grado di inibire la crescita visibile. Fa eccezione il co-trimossazolo per il quale la MIC equivale 
alla concentrazione più bassa in grado di inibire l’80% della crescita presente nel pozzetto del 
controllo positivo. Per i dettagli tecnici si rimanda alle istruzioni del produttore. 
Saggio di sensibilità per M. avium complex (MAC) 
Il test di sensibilità sugli isolati di M. avium complex (MAC) dovrebbe essere limitato alle seguenti 
situazioni (3): 
• ceppi clinicamente significativi isolati da pazienti precedentemente trattati con macrolidi; 
• ceppi isolati da pazienti che hanno sviluppato batteriemia in corso di profilassi con macrolidi; 
• ceppi isolati da pazienti che sono andati incontro a recidiva mentre erano in terapia con 
macrolidi. 
In ogni caso il ceppo di primo isolamento deve essere congelato e conservato in quanto, in caso di 
mancata risposta alla terapia, il test di sensibilità dovrà essere eseguito anche su di esso, oltre che 



sul ceppo di più recente isolamento, per verificare se un’eventuale resistenza si sia sviluppata 
durante il trattamento. 
Il test di sensibilità dovrebbe essere ripetuto, dopo 3 mesi di terapia, nella forma disseminata, e 
dopo 6 mesi di terapia, nella malattia polmonare cronica, qualora la sintomatologia non migliori e 
la coltura risulti ancora positiva (3, 4, 15). 
Soltanto per i macrolidi (claritromicina e azitromicina) è stata dimostrata, in studi clinici 
controllati, una correlazione tra il risultato del test di sensibilità in vitro e la risposta alla terapia. 
Per entrambi i farmaci la resistenza insorge a seguito di mutazioni nel gene che codifica per il rRNA 
23S; il test di sensibilità, il cui risultato è valido per entrambi, dovrebbe essere eseguito solo sulla 
claritromicina, presentando l’azitromicina problemi di solubilità (3, 4, 15). 
Il metodo raccomandato per il test di sensibilità è la microdiluizione in brodo, utilizzando brodo 
Mueller-Hinton con aggiunta di cationi e OADC. 
M. avium complex ATCC 700898 è il ceppo raccomandato per il controllo di qualità. 
Saggio di sensibilità per M. kansasii 
L’esecuzione di routine del test di sensibilità non è necessaria per i ceppi di M. kansasii. I farmaci 
solitamente utilizzati in terapia sono rifampicina, isoniazide ed etambutolo. Il fallimento 
terapeutico è raro e quasi sempre associato alla comparsa di resistenza alla rifampicina. Il test di 
sensibilità è quindi raccomandato solo nei pazienti che non rispondono o che presentano una 
scarsa risposta alla terapia (3). 
Il metodo da utilizzare è la microdiluizione in brodo, utilizzando brodo Mueller-Hinton con 
aggiunta di cationi e supplemento di crescita OADC con incubazione di 7-14 giorni a 37 °C (3). 
Saggio di sensibilità per M. marinum 
L’esecuzione di routine del test di sensibilità di M. marinum non è raccomandata. I farmaci 
utilizzabili in terapia sono: rifampicina, doxiciclina, minociclina, trimetoprim/sulfametossazolo e 
claritromicina. Il test di sensibilità di M. marinum va eseguito solo per pazienti le cui colture 
rimangono positive dopo diversi mesi di terapia. Il metodo raccomandato è quello di 
microdiluizione in brodo, utilizzando brodo Mueller-Hinton con aggiunta di cationi e OADC (3). 
TEST DI SENSIBILITÀ PER MICOBATTERI A RAPIDA CRESCITA 
Le raccomandazioni riguardanti il test di sensibilità dei micobatteri a rapida crescita sono basate su 
studi che hanno interessato il gruppo del M. fortuitum (M. fortuitum, M. peregrinum, M. 
houstonense, M. neworleansense, M. boenickei e M. brisbanense), M. chelonae e M. abscessus, ma 
possono essere applicate anche a M. mucogenicum, al gruppo del M. smegmatis (M. smegmatis, 
M. goodii, M. wolinskyi) e ai micobatteri pigmentati a rapida crescita clinicamente significativi. 
L’attuale standard di riferimento, la microdiluizione in brodo, richiede una certa esperienza 
nonché la conoscenza dei profili di sensibilità delle diverse specie (3); ne consegue che gli isolati 
devono sempre essere identificati accuratamente (3). Si raccomanda di inviarli per l’esecuzione del 
test di sensibilità a un Laboratorio di Riferimento. 
ll test di sensibilità deve essere eseguito su tutti i ceppi a rapida crescita isolati da sangue, biopsie 
e cute. In caso di isolamento dall’escreato occorre valutarne accuratamente la significatività 
clinica, escludendo che si tratti di contaminanti o colonizzanti. Importanti elementi a sostegno 
della rilevanza clinica sono: 
• l’isolamento ripetuto da campioni multipli; 
• l’isolamento da un campione con esame microscopico positivo; 
• la crescita di un elevato numero di colonie su terreno solido. 
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Tabella 1. Concentrazioni critiche degli antibiotici impiegati nel trattamento della TBC 

GRUPPO FARMACO SOLVENTE L-J 7H10 7H11 MGIT 
I linea Etambutolo H20 2,0 5,0 7,5 5,0 

Isoniazide H20 0,2 0,2 0,2 0,1 
Pirazinamide H20 - - - 100 
Rifampicina DMSO 40,0 1,0 1,0 1,0 

Chinoloni Levofloxacina NaOH 0,1N - 1,0 - 1,0 
Moxifloxacinaa H20          CC 1,0 0,5 0,5 0,25 
 CB - 2,0 - 1,0 

Iniettabili Amikacina H20 30,0 2,0 - 1,0 
Capreomicina H20 40,0 4,0 - 2,5 
Kanamicina H20 30,0 4,0 - 2,5 
Streptomicina H20 4,0 2,0 2,0 1,0 

Altri II linea Etionamide DMSO 40,0 5,0 10,0 5,0 
Linezolid H20 - 1,0 1,0 1,0 
Clofazimina DMSO - - - 0,5 

Speciali Bedaquilina DMSO - - 0,25 1,0 
Delamanid DMSO - - 0,016 0,06 

a per la  Moxifloxacina sono previste due concentrazioni: la concentrazione critica (prima riga) che è capace 
di inibisce la crescita di almeno il 95% dei ceppi wt di M. tuberculosis; ed il  breackpint clinico (seconda riga) 
che corrisponde alla MIC che separa i ceppi probabilmente sensibili in vivo da quelli probabilmente 
resistenti in vivo 
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L’epidemiologia della tubercolosi può essere studiata, oltre che con le indagini epidemiologiche 
classiche basate sul contact tracing, anche con tecniche di biologia molecolare che permettono di 
differenziare genotipicamente i vari ceppi appartenenti al Mycobacterium tuberculosis complex (2, 
6, 7, 8).  
Il concetto di cluster è alla base di tutte le tecniche di genotipizzazione a fini epidemiologici. Si 
definisce “cluster” un insieme di ceppi che risultano identici nella regione genica presa in esame. 
Dato che le singole tecniche molecolari analizzano regioni con diverso grado di polimorfismo i 
cluster definiti da ciascuna di esse comprenderanno ceppi epidemiologicamente correlati in 
maniera più o meno stretta (21). La tecnica ideale dovrebbe essere in grado di rilevare come 
identici tutti, e soltanto, i ceppi isolati da pazienti infettati da un singolo caso indice (1, 21, 22).  
I principali metodi di genotipizzazione includono: Restriction Fragment Lenght Polymorphysm di 
IS6110 (RFLP), Spoligotyping e Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable Number 
Tanden Repeat (MIRU-VNTR). 
RFLP analizza i polimorfismi di lunghezza dei frammenti di DNA ottenuti per digestione enzimatica 
a livello della sequenza di inserzione IS6110. Il polimorfismo è determinato dal numero e dalla 
posizione degli elementi IS6110 nel genoma. Tale tecnica richiede grandi quantità di DNA e, non 
potendo sfruttare l’amplificazione genica, ha tempi tecnici molto lunghi. È soprattutto per tale 
motivo che, nonostante l’elevato potere discriminante, è stata ormai abbandonata.   
Lo Spoligotyping analizza il polimorfismo del locus DR che contiene da 9 a 50 copie identiche di 
una sequenza di 36 pb (Direct Repeat) separate da sequenze spaziatrici (spacer) tutte diverse tra di 
loro e di lunghezza variabile da 35 a 41 pb. Lo spoligotipo di un ceppo corrisponde al pattern di 
spacer presenti. Si tratta di una tecnica che, avvalendosi dell’amplificazione, è estremamente 
rapida, non però sufficientemente discriminativa. È utilizzata per raggruppare i ceppi in famiglie 
con particolari caratteristiche filogenetiche. 
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable Number Tandem Repeat (MIRU-
VNTR) 
Il genoma di Mycobacterium tuberculosis complex contiene 41 loci con sequenze ripetute (tandem 
repeat) di lunghezza variabile da 40 a 100 pb. Tali loci, chiamati Mycobacterial Interspersed 
Repetitive Units (MIRU), contengono un numero variabile di ripetizioni in tandem, tutte uguali tra 
loro o leggermente differenti nella lunghezza e nella sequenza (23). Il polimorfismo è legato al 
numero estremamente variabile delle sequenze ripetute (VNTR) presenti in alcuni dei loci suddetti 
(24). 
La tecnica MIRU-VNTR basata inizialmente sullo studio di 12 loci è estesa oggi a 24 e, poiché ogni  
 locus può avere vari alleli, le possibili combinazioni alleliche sono circa 20 milioni. Tale variabilità 
rende il potere discriminatorio della genotipizzazione MIRU paragonabile, o addirittura superiore, 
a quello della RFLP di IS6110 (12, 22, 23). La tecnica MIRU-VNTR 24 viene anche indicata come 
MIRU-VNTR 15+9, dove 15 sono i loci altamente discriminatori e 9 quelli con valenza 
prevalentemente filogenetica (19, 26). 
La tecnica MIRU-VNTR 24 si basa sull’amplificazione, mediante PCR, di 24 loci; i prodotti ottenuti 
vengono quindi caratterizzati attraverso elettroforesi su gel, oppure mediante analisi al 
sequenziatore (4, 23, 24). Attualmente sono disponibili sia metodiche manuali che automatizzate, 



fra queste ultime anche un kit commerciale, che utilizza PCR triplex o quadruplex e analisi al 
sequenziatore.  
UTILIZZO DELLA GENOTIPIZZAZIONE NELLA GESTIONE CLINICA DEL PAZIENTE 
Nella pratica clinica, la genotipizzazione degli isolati può essere utilizzata per accertare se una 
coltura positiva sia dovuta a cross-contaminazione di laboratorio e per distinguere le reinfezioni 
esogene dalle riattivazioni endogene.  
Si stima che circa il 3% degli isolamenti di Mycobacterium tuberculosis complex siano frutto di 
contaminazioni crociate avvenute nel laboratorio che ha processato i campioni clinici (5, 16, 18). 
Un tale errore comporta, oltre all’esecuzione di un certo numero di indagini inutili e al ritardo della 
diagnosi corretta, anche, e soprattutto, il trattamento con farmaci antitubercolari di soggetti che, 
non solo non ne trarranno alcun vantaggio, ma che potranno subirne gli effetti collaterali. Qualora 
si sospetti di essere in presenza di una cross-contaminazione di laboratorio, se la diagnosi clinica di 
tubercolosi non è compatibile, è consigliata la genotipizzazione di tutti i ceppi coinvolti. Il 
ritrovamento di ceppi identici, isolati da pazienti non epidemiologicamente correlati, indica una 
contaminazione crociata e dovrebbe portare alla revisione della diagnosi e alla sospensione del 
trattamento antitubercolare. Poiché questa informazione deve essere disponibile in tempi brevi, la 
metodica di scelta è la MIRU-VNTR-24, i cui risultati possono essere disponibili entro un paio di 
giorni lavorativi (23, 24). Lo Spoligotyping, invece, pur essendo anch’esso basato 
sull’amplificazione genica, e quindi eseguibile in tempi brevi, non è sufficientemente 
discriminativo. 
La genotipizzazione eseguita sui ceppi responsabili, nello stesso paziente, di diversi episodi di 
tubercolosi distanziati nel tempo, permette di chiarire se essi siano dovuti a una riattivazione 
endogena o a una nuova infezione. Nel caso in cui i ceppi abbiano identico genotipo si tratta di una 
riattivazione, il che indica che il trattamento antibiotico somministrato non è stato 
sufficientemente efficace. In questi casi è raccomandata l’esecuzione del test di sensibilità, a livello 
genotipico, sull’isolato più recente, per verificare rapidamente se il ceppo abbia sviluppato 
resistenze non presenti nell’episodio precedente, ferma restando la necessità di effettuare, 
appena possibile, anche l’antibiogramma fenotipico (11, 13, 14). Qualora invece i ceppi abbiano 
diverso genotipo, ci troviamo di fronte a una nuova infezione e si impone una nuova indagine 
epidemiologica per accertarne il caso indice. Le reinfezioni, a differenza dalle recidive, non sono 
imputabili a fallimenti terapeutici. 
GENOTIPIZZAZIONE E PATOGENESI DELLA TUBERCOLOSI 
Dalle banche dati che raccolgono i profili molecolari dei ceppi di Mycobacterium tuberculosis 
complex, emerge che un numero limitato di famiglie micobatteriche è responsabile della maggior 
parte dei casi di tubercolosi; quindi, non tutti i ceppi sono egualmente virulenti o hanno la stessa 
potenzialità di trasmettere l’infezione e di favorirne l’evoluzione in malattia (9, 14, 20, 25).  
SEQUENZIAMENTO DELL’INTERO GENOMA (WGS) 
Negli ultimi anni il WGS di M. tuberculosis è stato ripetutamente utilizzato anche per l’analisi dei 
contatti (3, 10, 17). Per ogni ceppo, le read prodotte dal sequenziatore vengono allineate da un 
apposito software su un genoma di riferimento, generalmente H37Rv, rispetto al quale vengono 
individuati i polimorfismi di singolo nucleotide (SNP). Lo stesso software costruisce un albero 
filogenetico in cui i vari ceppi risultano più o meno correlati in base al numero di SNP che li 
differenzia. Tale approccio si è rivelato più discriminativo in confronto a RFLP e MIRU-VNTR. 
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Sospetto di tubercolosi con localizzazione . . . 

 
polmonare 

 

disseminata 
o miliare linfonodale pleurica genito- 

urinaria 
osteo- 

articolare meningea addominale 

escreato 
3 campioni 

 
es. indotto 
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2-3 camp. 
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Microscopia Coltura e Amplificazione Coltura 

biopsia 
 

l. ascitico 

biopsia 
 

pus 



Diagnosi microbiologica di tubercolosi  
(in presenza di microscopia e amplificazione negativa) 

Microscopia Amplificazione Coltura 

Terapia  MDR 

MRR Identificazione 

decisione 
clinica 

MNT 

POS 

NEG 

Terapia standard 

NEG 

DST 1 L DST 2 L  

MRCI POS RIF R 

POS RIF S 

NEG 

MRR, test per la ricerca di mutazioni responsabili di resistenza alla rifampicina 
MRCI, test per la ricerca di mutazioni responsabili di resistenza a chinoloni e iniettabili  



Diagnosi microbiologica di tubercolosi 
(in presenza di microscopia negativa e amplificazione positiva) 

Microscopia Amplificazione 

Terapia standard 

Terapia per MDR 

Coltura MRR POS noRIF 

DST 1° L 

DST 2° L 

POS RIF S POS RIF S 

NEG 

MRCI 

POS RIF R 

POS RIF R 

MRR, test per la ricerca di mutazioni responsabili di resistenza alla rifampicina 
MRCI, test per la ricerca di mutazioni responsabili di resistenza a chinoloni e iniettabili  

Diagnosi microbiologica di tubercolosi 
(in presenza di microscopia negativa e amplificazione positiva) 



Identificazione 

decisione 
clinica 

Microscopia 

Terapia standard 

MNT 

POS 

Terapia MDR 

DST 1 L 

DST 2 L 

POS RIF-S 

NEG 

Coltura 

MRR 

MRCI 

POS RIF-R 

MRR, test per la ricerca di mitazioni responsabili di resistenza alla rifampicina 
MRCI, test per la ricerca di mutazioni responsabili di resistenza a chinoloni e iniettabili  

Diagnosi microbiologica di tubercolosi 
(in presenza di microscopia positiva) 



Discordanze fenotipo/genotipo 
• L’antibiogramma fenotipico deve essere sempre eseguito 
• Esistono ceppi che risultano falsamente sensibili alla rifampicina in 

MGIT. L’antibiogramma fenotipico non può essere considerato il gold 
standard per la rifampicina se il ceppo presenta una delle seguenti 
mutazioni  

Miotto et al. ERJ, 2017 

MUTAZIONI 
Sonde GenoType MTBDRplus 

wild type mutata 

Leu511Pro WT2-neg nessuna 

Asp516Tyr WT3 + WT4-neg nessuna 

Ser522Gln WT5 +WT6-neg nessuna 

His526Tyr 

WT7-neg 

MUT2A-pos 

His526Asp MUT2B-pos 

His526Asn nessuna 

His526Leu nessuna 

Leu533Pro WT8-neg nessuna 



Sospetto di micobatteriosi con localizzazione . . . 

 
polmonare 

 

disseminata 
o miliare linfonodale pleurica osteo- 

articolare meningea addominale 

escreato 
3 campioni 

 
es. indotto 
3 campioni 

 
BAL 

 
br.-aspirato 

 
es. indotto  

 
biopsia 

 
(l. pleurico) 

 

L C R sangue 
2, 3 camp. 

 
BOM 

Microscopia e Coltura  Coltura 

biopsia 
 

l. ascitico 

biopsia 
 

pus 



Microscopia Coltura 

Diagnosi microbiologica di micobatteriosi 

Sonde Sequenza 

Significatività MIC 

IDENTIFICATO 

non IDENTIFICATO 

SI, Sp. CRESCITA RAPIDA  

POS non MTC 

Relatore
Note di presentazione
Dopo la significatività non sarebbe meglio come nell’algoritmo 2 “decisione clinica” ? Anche per alcuni a crescita lenta è richiesta la MIC (tipo MAC, Marinum…)
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