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Introduzione



La tubercolosi è una patologia infettiva batterica causata 
da micobatteri appartenenti al Mycobacterium tubercolosis 
complex

Fanno parte delMycobacterium tubercolosis complex:

Introduzione

Fanno parte delMycobacterium tubercolosis complex:
-Mycobacterium tubercolosis hominis (o M.hominis)
o bacillo di Koch
-M.tubercolosis bovis (o M.bovis)
-M.africanum
-M.microti

Il M.hominis è l’agente principale della tubercolosi umana
Il M.bovissi trasmette dal latte di mucca all’uomo
Il M.africanum è l’agente della tubercolosi in Africa Centrale ed Occidentale, 
raramente negli europei
Il M.microti è responsabile della tubercolosi del topo campagnoloe, non è stato 
mai isolato dall’uomo



-I micobatteri sono bacilli pleomorfi, asporigeni, aerobi 
obbligati od anche microaerofili, immobili

-Il pleomorfismo è dovuto al fatto che la loro crescita 
avviene sotto forma di  filamenti talvolta ramificati che 
spesso si frammentanoin bacilli o in coccobacilli

Introduzione

spesso si frammentanoin bacilli o in coccobacilli

- Si rinvengono inoltre riuniti a gruppi di cellule 
parallele (disposizione a “mazzo di sigari” o a 
“ palizzata”)

- oppure a forma di “V” o ad “ ali di uccello” per la 
possibiltà che due cellule rimangano aderentiad una 
estremità

- il loro lungo tempo di replicazione(15-20 giorniper il 
Bacillo di Kock) li rende fra i microrganismi con tempi 
di crescita in coltura fra i più lunghi



- I micobatteri sono caratterizzati  da un elevato 
contenuto in  lipidi (grassi e cere) presenti sulla parete 
cellulare che, spiega molte proprietà:

Introduzione

-A) difficoltà di colorarli con il Gram in quanto il colore 
penetra con difficoltàdentro la cellula

-B) l’acido-alcool resistenza alla colorazione di Ziehl-
Neelsen o di Z-N modificata

-C) il “fattore cordale o cordonale” che è una sostanza 
glicolipidica che li fa crescere, specie nei terreni liquidi, 
in ammassi cordonaliserpentiniformi

- D) l’aumentata virulenza causata dai sulfolipidi



IL2, IL12, IL18, IFN γγγγ

TNFαααα

TNFαααα BEE

Plasm.

permeabilizzazione

MECCANISMI   IMMUNITARI   IN CORSO 
DI   INFEZIONE  TUBERCOLARE

Introduzione

IL12, IL18

TGF-ββββ, IL-10, IL5, IL4

TNFαααα



Raccolta dei campioni per ricerca di micobatteri
-Paziente “tipo”
-A) febbre vespertina, astenia, dimagrimento, anoressia, 
sudorazione notturna (segni per qualsiasi localizzazione della 
tubercolosi)

-B) tosse, espettorazione(con o senza emottisi), dispnea, dolore 
toracico: nelle forme polmonari

-b1) con segni radiologici:1) sindrome interstiziale

Introduzione

-b1) con segni radiologici:1) sindrome interstiziale
- del lobo superiore
- 2) micronoduli diffusi
- con adenopatie 
- satelliti
- 3) caverna polmonare
- 4) versamento pleurico

-C) localizzazioni extra polmonari: I segni delle localizzazioni 
1) ossea, 2) linfoghiandolare, 3) sierosa, 4)uro-genitale sono poco 
specifici

-D) forma meningea: sindrome meningea con LCR
caratteristica



-Utilizzare contenitori in plastica, sterili, impermeabili, con 
tappo a vite

-Evitare l’uso di tamponi; nell’ impossibilità di ricorrere ad altri 
tipi di prelievo utilizzare i tamponi con terreno di trasporto tipo 

Raccolta dei campioni per ricerca di micobatteri

Introduzione

tipi di prelievo utilizzare i tamponi con terreno di trasporto tipo 
“Amies” o “Stuart”

- Non utilizzare conservanti o fissativi

-Etichettare il contenitore con dati anagrafici, il tipo di 
materiale, la data e l’ora della raccolta

-Raccogliere una quantità sufficiente di materiale onde evitare i 
falsi negativi



-Raccogliere un adeguato numerodi campioni (almeno 3 in 
giorni successivi), in quanto l’eliminazione di bacilli è 
discontinua (per falsi negativi)

Raccolta dei campioni per ricerca di micobatteri

Introduzione

-Eseguire la raccolta nel modo più asetticopossibile per evitare 
la contaminazione con altri microrganismi

- Non contaminare la superficie esterna del contenitore

- Eseguire la raccolta prima dell’inizio della terapia anti-
tubercolare



Campioni per la ricerca dei micobatteri

Materiale Quantità N. Campioni Non conformità

Espettorato >5 ml 2-3 Saliva, 

pool di escreati

Introduzione

pool di escreati

Espettorato indotto 5-10 ml 3 Campioni privi di 
etichetta “indotto”

Broncoaspirato, BAL >5ml

Aspirato gastrico 5-10 ml 3 Campioni non 
neutralizzati



Materiale Quantità N. Campioni Non conformità

Liquor >2 ml 1-5 Campioni congelati

Sangue 10 ml in eparina 3 a distanza Sangue coagulato, 

Campioni per la ricerca dei micobatteri
Introduzione

Sangue 10 ml in eparina 
o “Isolator”

3 a distanza 
ravvicinata (30’)

Sangue coagulato, 
sangue in EDTA

Liquidi cavitari 5-10 ml con 
eparina o citrato

3 Campioni coagulati

Urine >40 ml, la prima 
urina del mattino

3 Raccolta delle 24 h



Materiale Quantità N. Campioni Non conformità

Biopsie >1 g di 
tessuto

Campioni fissati

Campioni per la ricerca dei micobatteri
Introduzione

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)

tessuto

Pus 1-5 ml 3 Prelievo mediante 
tamponi

Sangue 
mestruale

2-3 ml in 
eparina

3 Sangue coagulato

Feci 1-2 g 3 Campioni 
congelati



Trasporto e conservazione dei campioni per 
ricerca di micobatteri

-A) Inviare in laboratorio nel più breve tempopossibile 
per assicurare la sopravvivenza dei micobatteried 
evitare la moltiplicazione dei microrganismi 
contaminanti

Introduzione

contaminanti

-B) In caso di ritardo di più di un’ora : conservare 
a+4°°°°C;

b1)fanno eccezione le emocoltureche vanno 
conservate a Temperatura Ambiente

-C) I campioni andrebbero processati entro pocheore 
dal momento del loro arrivo in laboratorio



D) La conservazione è tuttavia possibile a +4°°°°C per un 
massimo di 4 giorni, periodo entro il quale è preservata

Introduzione
Trasporto e conservazione dei campioni per 

ricerca di micobatteri

massimo di 4 giorni, periodo entro il quale è preservata
la vitalità dei micobatteri

d1) il sangue non deve essererefrigerato
d2) il congelamentodei campioni è da evitare poichè 

può diminuire la carica dei micobatteri vitali

E) Per la spedizionedi campioni contenenti micobatteri 
vanno rispettate le norme contenutenella Circolare del 
Ministero della Sanità n°°°°16 del 20/07/1994 X



Idoneità dei campioni per ricerca di micobatteri

A) I campioni pervenuti in quantità 
insufficiente non dovrebbero essere 
processati segnalando al clinico i motivi 

Introduzione

processati segnalando al clinico i motivi 
del rifiuto

B) Tali campioni dovrebbero essere 
conservati per almeno 3 giorniper 
fornire al clinico l’opportunità di 
richiederne la processazionein via del 
tutto eccezionalein caso di impossibilità 
di raccogliere un campione adeguato



La sicurezza nel laboratorio di micobatteriologia

Introduzione

Il ruolo principale nel contagio dell’infezione è 
svolto dai “droplet nuclei” (goccioline di svolto dai “droplet nuclei” (goccioline di 
Flugge)
- le goccioline più grandi >140µprima  di 
evaporare si depositano sulle superfici 
contaminandole

- I residui delle goccioline più piccole  <140µ,una 
volta evaporate, rimangono nell’aria per lunghissimi 
periodi
- le particelle <5µ,se inalate, possono raggiungere gli 
alveoli polmonari



La sicurezza nel laboratorio di micobatteriologia

- Possibilmente predisporre unlocale dedicato alla 
micobatteriologia

- Cappa a flusso laminaretipo II con lampade a UV

Introduzione

- Centrifughe con contenitori di sicurezza

- Uso di guanti usa e getta e di camici ad apertura posteriore

- L’uso delle maschera  FFP2 o FFP3,  è in grado di bloccare 
l’inalazione  dei “droplet nuclei” X



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Campione

NALC/NaOHNALC/NaOH

Microscopia

Amplificazione

Coltura

Decontaminazione e
centrifugazione

NALC/NaOHNALC/NaOH



Esame microscopico
� Permette di rilevare i micobatteri quando sono 

presenti in carica elevatanel campione clinico

Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

� Sensibilità :   5000 – 10000 bacilli /mL

� E’ possibile eseguirlo su tutti i materiali(tranne 

che sul sangue)

� Non fornisce alcuna indicazione sulla vitalitàdei 

micobatteri



Microscopia: fattori chiave (1)

Selezione dei pazienti

Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)

❙LESIONI POLMONARI CAVITARIE

❙Infiltrati polmonari diffusi

❙Lesioni extrapolmonari



Microscopia: fattori chiave (2)

Quantità e qualità dei campioni
MATERIALI RESPIRATORI

Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)

MATERIALI RESPIRATORI
ESCREATO (VPP = 87%)

ESCREATO INDOTTO (VPP = 70%)

BRONCOASPIRATO, BAL (VPP = 71%)

MATERIALI EXTRARESPIRATORI



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave (3)

Concentrazione del campione
a)Fluidificazione e decontaminazione

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)

(il metodo NALC-NaOH è raccomandato dal CDC Manual)

b)CENTRIFUGAZIONE

(3.000 RCF per 15’ a 4° C)

c)spessore del preparato

microscopico



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave (4)

Metodica di colorazione
a)Fluorocromi 

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)

a)Fluorocromi 

b)Ziehl-Neelsen

c)Kinyoun



Microscopia: fattori chiave (4)

Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri



Microscopia: fattori chiave (4)

Diagnostica delle infezioni 
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Microscopia: fattori chiave (4)

Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave (5)

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)
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da micobatteri

Falsi negativi in microscopia
LIVELLO CAUSA
Raccolta                               Qualità del campione

Trasporto e conservazione

Preparazione                        Allestimento del vetrino
Fissazione e colorazione

Esame microscopico             Tempo di osservazione
Esperienza dell’operatore

Refertazione                          Errori di trascrizione



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Numero di BAR osservati

Carbolfucsina

REFERTAZIONE

Report
Carbolfucsina

100x
Auramina

40x

NEGATIVO                                                         0                                                  0

Rari BAR: ripetere                                    1-2 /    vetrino                           1-2/  70 CM 

1 +    1-9 / 100 CM 2-18/ 50 CM

2 +                                                        1-9 /10 CM                              4-36/ 10 CM

3 +                                                            1-9 / CM                                   4-36/ CM

4 +                                                             > 9/ CM                                   > 36/ CM



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Metodiche di amplificazione

a)“in -house”

b)commerciale
(kit pronto all’uso)



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

• I test di amplificazione (DATs) consentono 
il simultaneorilevamento ed identificazione 

Metodiche di amplificazione

il simultaneorilevamento ed identificazione 
del M. tuberculosiscomplexdirettamente 
dai campioni clinici nel giro di poche ore. 

• Attualmente, i DATs  non possono 
sostituire, ma solo affiancarei metodi 
convenzionali.



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Usi “FDA Approved”
• campioni respiratori microscopico-positivi raccolti 

Metodiche di amplificazione

• campioni respiratori microscopico-positivi raccolti 
da pazienti non trattati

• campioni respiratori microscopico-negativi

Usi “Off label” 
• campioni extrapolmonari

• identificazione del MTB da colture in fase precoce 
di crescita



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Lettura in F2

Es.genotipizzazione, 
identificazione di 

specie

PCR  REAL TIME

temperatura

Diminuzione
progressiva
lettura in F2

LED

Metodiche di amplificazione

Tm1=
58.09°C

Tm2=
66.23°C

Picco 
normale

Picco 

genotipo

mutato

Paziente con genotipo eterozigote

LED
LIGHTCYCLER

A
N
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I M
E

LT
IN

G

LED
LIGHTCYCLER



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Kit commerciali: il presente
La sensibilità nei campioni “smear-negative” è 
insoddisfacente

E’ molto importante la qualità dei campioniE’ molto importante la qualità dei campioni

L’automazione è parziale o assente

Le tecniche richiedono personale dedicatocon 
particolare grado di addestramento

Il costo per singolo test è mediamente elevato

X



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

❚Rilevamento di tutti i micobatteri patogeni

❚Buona sensibilità nei campioni “smear-negative” 

Kit commerciali: il futuro

(respiratori ed extrapolmonari)

❚Automazione completa

❚Sicura rimozione degli inibitori ed ottimale 
estrazionedel target

❚Costi contenuti
X



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Per i clinici
• uso limitato sulla base del sospetto clinico
• buona qualità dei campioni

Kit commerciali: come 
implementare la sensibilità

• buona qualità dei campioni

Per i microbiologi
• idoneità delle strutture ed adeguato 

addestramento del personale
• adozione del controllo di qualità interno
• partecipazione a programmi di controllo di

qualita’



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Coltura
• La coltura è più sensibiledi microscopia e 

DAT (~ 101 AFB/ml )

• la crescita in colturaè necessaria per la 
identificazione di specie

• la crescita in coltura è necessaria per 
eseguire il saggio di sensibilità

• la tipizzazione molecolare degli isolatipuò 
essere utile a fini epidemiologici



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

• lo standard attualeper la coltura dei 
micobatteri è costituito dalla associazione 

Coltura

micobatteri è costituito dalla associazione 
di terreno liquido e terreno solido(CDC, 
1993).



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

❚ Terreni solidi
❙ all’uovo

Coltura

❙ all’uovo

❙ agarizzati

❚ Terreni liquidi
❙ manuali

❙ AUTOMATIZZATI

❚ Terreni bifasici



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Coltura

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)Colonie di M. tuberculosis su L.J.
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Coltura

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Metodo radiometrico
• flaconcini sigillati di terreno liquido   

contenente un substrato/ac. palmitico)

Coltura

• notevole accorciamento 
dei tempi di crescita

• maggior sensibilità 

contenente un substrato/ac. palmitico)
marcato con  14C

• miscela di antibiotici(PANTA) per il 
contenimento delle contaminazioni

• liberazione di CO2 radiomarcataad opera 
del metabolismobatterico 

• rilevamento di radioattività nella fase
gassosa come spia di batteri    
metabolicamente attivi
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da micobatteri

Coltura
Medium con indicatore fluorescente

• provetta di terreno liquido per micobatteri

• miscela di antibiotici(PANTA) per il   • miscela di antibiotici(PANTA) per il   
contenimento delle contaminazioni

• fluorocromo, incorporato in un film di silicone
sul fondo della provetta, sensibilealle  
variazioni del contenutodi ossigeno

• comparsa di fluorescenza per effetto del 
consumo di ossigenooperato dal metabolismo
batterico

• rilevamentodella fluorescenza 

–visivo,sotto una lampada UV

–automatizzato 

• accorciamento dei tempi di 

crescita

• maggior sensibilità
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Coltura
MGIT OADC

Middlebrook OADC Enrichment

BACTEC™

MGIT™ 960 
System

Middlebrook OADC Enrichment
15 ml in brown glass vials - ready to use

includes POES

Oleic acid actsas an important substrate in the metabolisms of 
mycobacteria

A lbumin is a protein sourceand binds free fatty acids

Dextrose acts as an energy source

Catalase enhances the aerotolerance by destroying toxic peroxides
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Coltura
MGIT PANTA
lyophilized mixture of antimicrobial agents
to be reconstituted with 15 mL of OADC enrichmentto be reconstituted with 15 mL of OADC enrichment

Polymyxin B Gram negative rods

Amphotericin B Fungi

Nalidixic acid Gram negatives

Trimethoprim Most aerobic bacteria

Azlocillin Ps. aeruginosa
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Coltura
Sistemi colturali non radiometrici Vs sistema 
radiometrico
❚ VANTAGGI ❚ SVANTAGGI

➨Automazione

➨Gestione dati

➨Sicurezza (aghi)

➨Assenza di cross-
contaminazioni 

➨Costi di 
smaltimento

➨Sensibilità 
(MOTT)

➨Detection time
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Coltura

❚ FALSI NEGATIVI

➨Pazienti in terapia

❚ FALSI POSITIVI

➨Contaminazione di 
presidi strumentali ➨Qualità/quantità 

del campione

➨Decontaminazione 
lesiva

presidi strumentali 
diagnostici

➨Errata 
identificazione del 
campione

➨Cross-
contaminazione di 
laboratorio
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Coltura
L’emocoltura per micobatteri 1L’emocoltura per micobatteri 1
❚la ricerca dei micobatteri nel sangue è 
giustificata per i pazienti immunodepressi
nei quali può essere richiesta anche la nei quali può essere richiesta anche la 
mielocoltura

❚la bassa sensibilitàrende inutile 
l’esecuzione dell’esame microscopico

❚un tipo particolare di emocoltura è quello 
che si esegue sul sangue mestrualequando si 
sospettano forme tubercolaria carico 
dell’apparato genitale

X
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Coltura

❚semina diretta del sangue
-nei flaconi Bactec 13A

L’emocoltura per micobatteri 2L’emocoltura per micobatteri 2

-nei flaconi Bactec 13A
-nei flaconi BacT ALERT MB blood
-nelle bottiglie Bactec MYCO/F Lytic

❚semina dopo lisi-centrifugazione (sistema Isolator)
-su tutti i terreni solidi (a base di uovo o sintetici)
-in tutti i terreni liquidi compresi quelli, non dedicati alle 
emocolture, impiegati dai sistemi automatizzati 
-nel terreno bifasico
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Coltura

❚la sensibilità dei terreni solidi è notevolmente 
inferiorea quella dei terreni liquidi

L’emocoltura per micobatteri 3L’emocoltura per micobatteri 3

<inferiorea quella dei terreni liquidi

❚tempi di incubazione inferiori alle otto settimane
sono sconsigliati anche per i terreni liquidi

❚lo sviluppo di micobatteri in terreno liquidoche 
non crescono nelle subcolturesu terreno solido 
deve far pensare alla presenza della specie M. 
genavense

<
<
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Coltura

Identificazione dei Micobatteri
Coltura positiva

NAP test

Test biochimici
e di crescita

HPLC

Approccio
Fenotipico

senza amplificazione
con amplificazione

DNA probes

Sequenziamento

Approccio
Genotipico

Coltura positiva
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Coltura
Identificazione dei Micobatteri

Morfologia in 
brodo

“ cord-like”
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Coltura

Identificazione dei Micobatteri (HPLC)Identificazione dei Micobatteri (HPLC)
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Coltura

Dna probes
Identificazione dei Micobatteri  (DNA Probes)

DNA Probes

INNO-LiPA
Mycobacteria

con
amplificazione

Accuprobe

senza
amplificazione

Dna probesDNA Probes
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Coltura
INNO-LiPA Mycobacteria

➨-amplificazione(PCR) ➨-amplificazione(PCR) 
di un segmento del gene 
16S-23S rRNA
➨-ibridazione inversadel 
prodotto con sonde specie 
specifiche adesea strisce 
di nitrocellulosa
➨-visualizzazionedegli 
ibridi tramite una 
reazione colorimetrica
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Coltura

❚ VANTAGGI
➨Identificazione di 9 

❚ SVANTAGGI
Manualità

INNO-LiPA Mycobacteria

Pescara by nighted il Gran Sasso d’Italia (“la bella addormentata”)

➨Identificazione di 9 
specie micobatteriche

➨Test multiplex
➨Alta specificità
➨Biomassa 

indipendente
➨Eseguibile da terreni 

solidi e liquidi

➨Manualità
➨Tempo (6 h)
➨Costo
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Microscopia: Coltura:

Indicazioni
CDC (1993)

Microscopia:
referto entro 24 h

Coltura:
terreno liquido
e terreno solido

Identificazione MTB:
(metodi rapidi)

referto entro 10-14 giorni

Antibiogramma:
(terreno liquido)

referto entro 21-30 giorni
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Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex
�Indirizza il clinico nella scelta iniziale 
dei farmacidei farmaci

�È di conferma per la comparsa di ceppi 
resistentinei casi di fallimento 
terapeutico, indicando nuovi approcci 
terapeutici

�Consente la stima di prevalenzadella 
farmaco-resistenzanelle comunità
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❚Raccomandazioni del CDC:

Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex
❚Raccomandazioni del CDC:

� L’esecuzione del test di antibiotico-
sensibilitàper i 4 farmaci primari (INH, RMP, 
EMB, PZA) su tutti i ceppi di M.tuberculosis di 
primo isolamento con sistema radiometrico 
Bacteco sistemi similari che utilizzino un 
terreno liquido
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�La comunicazione dei risultati al 

Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex

�La comunicazione dei risultati al 
clinico entro 15-30gg dal ricevimento del 
campione

� Esecuzione di un ulteriore test di 
antibiotico-sensibilità in caso di positività 
colturale a 3 mesi dall’inizio della terapia 
o in caso di evidenza clinicadel 
fallimento terapeutico.
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�I farmaci di I scelta(NCCLS) sono 
l’ INH a due concentrazioni(critica ed alta 
concentrazione), la RMP, l’EMB e la PZA.

Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex

concentrazione), la RMP, l’EMB e la PZA.

�La PZA è attiva solo a valori di pH≤ 5.5
che inibiscono la crescita della maggior 
parte  dei MTC.

�Solo il metodo radiometricoche utilizza 
un brodo modificato a pH 6è stato validato
ed è il metodo di riferimento

<



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

First-Line Treatment of TB
for Drug -Sensitive TB

Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex

for Drug -Sensitive TB



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Multidrug-Resistant Tuberculosis (MDR TB)
and Possible Effective Treatments 

Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex



Diagnostica delle infezioni 
da micobatteri

Test di sensibilità per M.tuberculosis 
complex

Bactec Mgit 960



M. tuberculosis- Infection & Disease

Electron micrograph 

Tubercolosi
DEFINIZIONI

Small PM et al, N Engl J Med, 2001

of M. tuberculosis

courtesy of the Institut 

Pasteur image library



Tubercolosi
DEFINIZIONI



-L’infezione latente da Mycobacterium 
tuberculosiscomplex è un’infezione “sub-
clinica”  da bacilli tubercolari senza segni 
clinici , batteriologici o radiologici o 
sintomi di malattia manifesta.

Tubercolosi
DEFINIZIONI

sintomi di malattia manifesta.

-Tipicamente: soggetto con test 
tuberculinico positivo ed una radiografia 
del torace normale.

-Può essere un contatto notodi un 
precedente caso di tubercolosi.



Fattori di “destabilizzazione” di focolai 
tubercolari quiescenti

❚Deficit immunologici (morbillo, HIV/AIDS, etc.)
❚Interventi chirurgici
❚Traumi cranici ❚Traumi cranici 
❚Alcolismo, malnutrizione
❚Cardiovasculopatie aterosclerotiche
❚Emodiscrasie
❚BPCO
❚Pregressa gastrectomia
❚Uso protratto di steroidi 
❚Neoplasie maligne



COME SI FA LA DIAGNOSI DI COME SI FA LA DIAGNOSI DI 
INFEZIONE TUBERCOLARE INFEZIONE TUBERCOLARE 

LATENTE ?LATENTE ?

NON ESISTE UN GOLD NON ESISTE UN GOLD 
STANDARD !STANDARD !



Intradermoreazione tubercolinica

Non esiste un metodo efficace di 
identificazione dell’infezione tubercolare 

latente



Non esiste un metodo efficace di 
identificazione dell’infezione tubercolare 

latente

Il metodo attuale (test cutaneo tubercolinico) ha:
• bassa specificità: cross-reattività del PPD con BCG e 

micobatteri ambientali
• bassa sensibilità: 75-90% nella malattia attiva; non nota• bassa sensibilità: 75-90% nella malattia attiva; non nota

nell’ infezione latente
• necessita di visita di ritorno
• “ boosting”
• variabilità inter-operatore (inoculazione e lettura)
• bassa standardizzazionedei reagenti
• inoculo dolorosoe possibili effetti collaterali



Perche’ un approccio immunologico?

• M.tuberculosis: patogeno 
intracellulare difficile da isolare

• E’ noto che l’infezione evoca una • E’ noto che l’infezione evoca una 
forte risposta immunitaria cellulo-
mediata

• La presenza di cellule T specifiche 
per Mtb potrebbe essere un indice 
di infezione tubercolare latente



Interferon-γγγγ “specific” secretion

Specificity



Perche’ esat-6/cfp-10?

•Persodurante il passaggio di 

M. bovisBCG da M. bovis

Perche’ i prodotti del segmento 
genomico rd1 sono specifici per Mtb.

esat-6/cfp-10

•Assentein tutti i ceppi di BCG

•Delezione associata all’attenuazione

della virulenza negli animali 

esat-6/cfp-10



ESAT-6

❚Prodotto del gene RD1: 
-altamente specie-specifico
-assentein tutti i ceppi di BCG
-assente nella maggior parte di micobatteri X-assente nella maggior parte di micobatteri 
ambientali (eccetto M. kansasii, M.marinum, 
M.szulgai,M.flavescens)

❚Antigene secretodi piccole dimensioni: 
95 aminoacidi

X



CFP10
• CFP10 è un prodotto del gene RD1

identificato recentemente 

• Stessa specie- specificitàdi ESAT-6 X
• Antigene secretodi piccole 

dimensioni: 100 amino acidi

• Codificato dallo stesso operone di 

ESAT-6

X



Counting T cells quickly:
Ex vivo ELISPOT

((Enzyme-linked immunospot 
for interferon-gamma)

Lalvani A et al. AJRCCM 2001



Separazionesu gradiente 
di Phicoll: anello di cellule 
mononucleatedel sangue 

Counting T cells quickly:
Ex vivo ELISPOT

((Enzyme-linked immunospot 
for interferon-gamma)

mononucleatedel sangue 
venoso periferico 



Aggiungere a ciascun pozzetto della piastra: 

• 50 µl di Medium a ciascun Controllo Negativo
• 50 µl di PHA a ciascun Controllo Positivo
• 50 µl di Panel A a ciascun pozzetto da testare per ESAT-6
• 50 µl di Panel B a ciascun pozzetto da testare per CFP-10





Heparinised whole blood

ESAT-6 CFP-10Mitogen
Control

Transfer undiluted whole blood
into wells of a culture plate

and add antigens

Culture overnight at 37 oC

TB infected individuals 
respond by secreting IFN- γγγγ

Stage 1 Whole Blood CultureStage 1 Whole Blood Culture

QuantiFERON®-TB GOLD 
Test Method

Negative
Control

Harvest Plasma from above 
settled cells and incubate  

120 min in ‘Sandwich’  
ELISA

Wash, add Substrate, 
incubate 30 min

then stop reaction

ΤΜΒΤΜΒΤΜΒΤΜΒΤΜΒΤΜΒΤΜΒΤΜΒ

COLORCOLOR

Measure OD and
determine IFN-  γ γ γ γ levels

Stage 2 IFNStage 2 IFN--gamma ELISAgamma ELISA

IFN-� IU/ml
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Standard CurveStandard Curve



TEST Positivo Negativo
Indetermina

to

Comparazione tra test gamma-interferonici e test cutaneo 
tubercolinico nella immunodiagnosi dell’infezione tubercolare 

latente in soggetti candidati a trattamento con infliximab
M. Bocchino1, A. Matarese1, B. Bellofiore1, I. Esposito1, F. Castiglione2, R. Scarpa3, N. Balato4, F. Perna1, P.
Giacomelli1, A. Sanduzzi1.

1Divisione di Malattie dell’Apparato Respiratorio, 2Divi sione di Gastroenterologia, 3Divisione di Reumatologia e
4Divisione di Dermatologia dell’Università degli Studi “Federico II”, Napoli.
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TCT*
26%

(18/69)

74% 

(51/69)
-

T-Spot.TB
30.4% 

(21/69)

63.7% 

(44/69)

5.8%

(4/69)

Quantiferon-
TB Gold “In-
tube”

31.8% 

(22/69)

65.2% 

(45/69)

2.8% 

(2/69)



Considerazioni conclusive
• L’infezione TB latente rappresenta un problema rilevante 

di sanità pubblica nei paesi ad elevata endemia

• Nei paesi a bassa incidenzadi TB la tempestiva diagnosi di 
infezione latenteè indispensabile nei: 

1. contatti specie se in età pediatrica

2. immunodepressi (HIV, trapiantati, etc.)

3. pazienti da trattare con infliximab e farmaci simili

• Non esiste un gold standardper la diagnosi di infezione 
tubercolare latente



• Nell’algoritmo diagnostico dell’infezione 
tubercolare latente:

1.   L’intradermo reazione alla tubercolina rappresenta 

il test di prima scelta

Considerazioni conclusive

2.    Nei casiA)dubbi (ad es. soggetti vaccinati con BCG) o    

B) negativi e nei C)soggetti ad elevato rischiodi riattivazione

vanno utilizzati i tests di diagnosiimmunologica

3.    Alla luce delle attuali conoscenze, i due tests 

oggi disponibili appaiono sostanzialmente 

sovrapponibili in termini di sensibilità e specificità.
=



• Da quanto esposto si vuole sottolineare
comeil ruolo del Microbiologo Clinico
sia centrale, fondamentalenel controllo
delle infezioni, in particolare delle 

Considerazioni conclusive

delle infezioni, in particolare delle 
infezioni sostenute dai micobatteri

• Ogni iniziativa intrapresa in ambito 
infettivologico non può prescinderedal 
parere espresso dal Microbiologo

• Al Microbiologo di contro si richiede
competenza elevata e aggiornamento 
costante.

Roma



Petragnani, Giovanni. - Igienista (Lanciano 
1893 - Roma 1969). Prof. univ. dal 1927, 
insegnò igiene all'univ. di Catania; fu direttore 
generale della Sanità pubblica dal 1935 al 1943. 
I suoi più importanti contributi scientifici vertono 
sulla biologia e sui metodi di coltura del bacillo 
di Koch e sulla preparazione di vaccini 
antitubercolari (anatubercolina P.).


