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Prot. U117-2023 

Milano, 21 luglio 2023 

RIDEFINIZIONE DI TEST ANTIGENICI  

DI PRIMA, SECONDA, TERZA E QUARTA GENERAZIONE 

Durante l’emergenza COVID-19 si è reso necessario stilare linee di indirizzo per 
l’implementazione e la gestione di point of care testing (POCT) nella diagnostica 
microbiologica e nei test di screening per l’identificazione rapida della positività a SARS-
CoV2. Tali indicazioni, pubblicate il 25 marzo 2023 sul sito dell’Associazione Microbiologi 
Clinici Italiani (AMCLI), riportano le seguenti tipologie di POCT basati sulle diverse 
modalità di reazione per il riconoscimento del complesso antigene-anticorpo:  

1. Test immunocromatografici lateral flow, di prima generazione 
2. Test antigenici a lettura fluorescente, di seconda generazione 

3. Test in microfluidica con lettura in immunofluorescenza, che più si avvicinano per 

sensibilità a quelli del saggio di real-time RT-PCR, di terza generazione. 

La Circolare 5616/2021 del Ministero della Salute del 15/02/2021 introduceva e descriveva 

anche i test  antigenici di quarta generazione – la cui  esecuzione era riservata solo 

all’interno del laboratorio - basati su sistemi di rilevazione in chemiluminescenza 

fondamentalmente sovrapponibili a quelli dei test antigenici cosiddetti di “terza 

generazione” (test in microfluidica con lettura in fluorescenza). La modalità operativa che 

richiede la processazione dei campioni con strumentazioni ad elevata processività, 

tuttavia, esclude tali test da quelli classificabili nell’ambito della definizione di POCT. 

Nel presente documento vengono ulteriormente definite per chiarezza interpretativa le 
diverse tecnologie di test antigenici sulla base dell’ordine crescente di performance, in 
accordo con la dizione di 1a, 2a, 3a, 4a generazione indicata in modo emergenziale per la 
loro disponibilità cronologica nel mezzo della pandemia COVID-19: 
 

1. Test immunocromatografici lateral flow, cosiddetti di prima generazione: il campione 

biologico (matrici biologiche validate) migra per capillarità passiva su carta di 

nitrocellulosa (lateral flow) all’interno del dispositivo incontrando, nel corso della 

migrazione, il reagente che si lega alla molecola da individuare (antigene o anticorpo). Il 

complesso così formato si traduce in un precipitato che viene visualizzato 

colorimetricamente nel dispositivo. Questi dispositivi sono a lettura visiva, fortemente 

dipendenti dalla variabilità individuale dell’operatore che esegue la lettura. Non sono 

classificabili come POCT perché il risultato non è tracciabile nel LIS di laboratorio; 

2. Test antigenici lateral flow a lettura fluorescente, cosiddetti di seconda generazione: il 

campione biologico (matrici biologiche validate) migra per capillarità passiva su carta di 

nitrocellulosa (lateral flow) all’interno del dispositivo. La successiva reazione antigene-

anticorpo emette fluorescenza la cui intensità viene misurata mediante una rilevazione 

fluorimetrica strumentale, tracciabile e resa disponibile nel LIS di laboratorio. 
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3. Test antigenici in microfluidica con lettura in immunofluorescenza, cosiddetti di terza 

generazione: sfruttano la tecnologia della microfluidica in fase liquida (senza il supporto 

cartaceo in nitrocellulosa) in cui la migrazione del campione avviene all’interno di micro-

canali progettati nel dispositivo. Tale migrazione può avvenire in modo passivo 

(microfluidica passiva) o in modo attivo (microfluidica attiva), abbinata all’utilizzo di una 

strumentazione che controlla la migrazione dei fluidi, creando un micro-ambiente a 

condizioni di temperatura e umidità controllate, e determinando in modo preciso e 

automatizzato il tempo di incubazione e di lettura del risultato. All’interno di questi canali 

il campione fluisce in maniera tridimensionale, e la reazione antigene-anticorpo emette 

fluorescenza la cui intensità viene misurata mediante una rilevazione fluorimetrica 

strumentale, tracciabile e resa disponibile nel LIS di laboratorio. 

4. Test antigenici in chemiluminescenza su strumentazioni di laboratorio, cosiddetti di 

quarta generazione: la tecnologia utilizzata si basa in genere sulla rilevazione in 

chemiluminescenza, che richiede strumentazione di laboratorio e consente la 

processazione di un numero elevato di campioni. Non si tratta di POCT. 

Allo stato attuale, i test antigenici trovano sempre maggiore applicazione anche in altre 

aree della diagnostica microbiologica, non limitandosi alla diagnosi rapida di infezione da 

SARS CoV-2.  

Per tale motivo, l’utilizzo della classificazione in base alla “generazione” può risultare 

altamente confondente. Pertanto, è oggi opportuno fare riferimento esclusivamente alla 

tecnologia utilizzata dai diversi kit diagnostici disponibili, tralasciando la classificazione 

basata sulla sequenza delle generazioni.  

Indipendentemente dalla tecnologia di rilevazione degli antigeni, resta fondamentale 

considerare come elementi irrinunciabili nella pratica diagnostica – oltre alle specifiche 

necessità che, in sede locale, possono far preferire, a parità di sensibilità e di specificità 

del metodo, la diversa processività del metodo -  la lettura automatica del segnale e 

l’interfacciamento con i sistemi informatici del laboratorio per imprescindibili motivazioni 

di riproducibilità e di  tracciabilità del dato analitico. 

 


