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Storia della TBC: 
una vecchia malattia con volto nuovo

Il Laboratorio di Microbiologia 
nella TBC e nella LTBI 

M.Rita Rossi

UO Semplice di Microbiologia e Sierologia 
Laboratorio Unico Provinciale AOU S.Anna  Cona Ferrara

INFEZIONE DA M. tuberculosis

ESPOSIZIONE al M. tuberculosis Assenza di infezione (5%)

INFEZIONE (95%) TBC attiva (5%)
(entro 2 anni)

TBC LATENTE (95%) Riattivazione (5%)

Nessuna riattivazione (90%)
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Il laboratorio nella diagnosi 
di tubercolosi attiva

 Diagnosi eziologica
 metodi rapidi (indipendenti dalla crescita):

i. micobatteri in-toto (esame microscopico)
ii. genoma batterico (test di amplificazione 

genica)

 metodi convenzionali (si basano sulla 
crescita in coltura dei micobatteri)
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Microscopia

 semplice
 rapida
 economica
 bassa sensibilità (5 - 9 x 103 BAAR)

 eccellente specificità di genere
 principale indicatore di infettività

Microscopia: fattori chiave

 concentrazione del campione 
 fluidificazione
 CENTRIFUGAZIONE (3.000 RCF per 15’)

 metodo di colorazione
 FLUOROCROMI
 Ziehl-Neelsen
 Kinyoun
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Microscopia: falsi negativi

 qualità del campione
 qualità del preparato microscopico

 spessore
 fissazione
 colorazione

 tempo di osservazione
 esperienza dell’operatore (VEQ)

I test di amplificazione diretta

 consentono il simultaneo rilevamento ed 
identificazione del M. tuberculosis
complex direttamente dai campioni clinici

 sono indicati (almeno un campione 
respiratorio) per tutti i pazienti nei quali la 
TB è fortemente sospetta, ma non 
ancora accertata

 non possono sostituire, ma affiancano i 
metodi convenzionali.

MMWR 2009; 58: 7-10
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Test di amplificazione diretta 
Uso autorizzato (FDA)

 Campioni respiratori
 Contemporanea esecuzione di 

microscopia e coltura
 Raccolti da pazienti non trattati
 Microscopia positiva per BAAR
 Microscopia negativa per BAAR in caso di 

forte sospetto clinico

Uso accessorio

• Campioni extrapolmonari
–Risultati più affidabili con:

 Microscopia positiva
 Aspirati gastrici, pus, biopsie

–Risultati meno affidabili con:
 Microscopia negativa
 Liquor o altri liquidi sierosi
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Indicazioni

• Impiego mirato sulla base di un congruo
sospetto clinico

–clinical skills are uneven entities
–di norma sul primo di tre campioni

• La resa diagnostica del test dipende in 
larga misura da:

–qualità del campione
–appropriatezza della sede di prelievo

Selezione dei pazienti

 Indicatori predittivi di PTB
 Immigrazione
 Infezione da HIV
 Dimagrimento
 Sudorazioni notturne
 Lesioni polmonari 

 cavitarie
 in sede apicale
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Costo-efficacia

 I test diagnostici a costo 
mediamente elevato possono 
ridurre la spesa sanitaria se:
aumentano l’accuratezza 
diagnostica

 riducono i tempi di degenza

Genetica delle resistenze in MTC

 MTC acquisisce la farmaco resistenza 
attraverso mutazioni cromosomiche

 Non è stato dimostrato il 
coinvolgimento di plasmidi, trasposoni
o analoghi

 Mutazioni puntiformi conferiscono  
resistenza a singoli farmaci e 
l’accumulo di queste mutazioni 
conduce alla MDR-TB ed XDR-TB
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Multi-resistenza in M. tuberculosis

Si definisce 
Multi drug resistant (MDR) un ceppo di 

M.tuberculosis resistente ad isoniazide e 
rifampicina

 Extensive drug resistant (XDR) un ceppo di 
M.tuberculosis resistente a isoniazide,
rifampicina, fluorochinolonico e almeno un 
farmaco iniettabile di seconda linea 
(amikacina, kanamicina, capreomicina)

Nested PCR Real time per

determinazione one step di: 

M. tuberculosis complex +

resistenza alla rifampicina

Si esegue su materiali respiratori e non respiratori

Tutto il test è eseguito in una cartuccia monouso

1. Estrazione

2. Amplificazione

3. Rivelazione

Tempo di esecuzione 90 minuti
Sensibilità analitica è circa 50 - 100 cfu/ml

Referto entro 24 ore/18 gg per coltura+7 antibiogramma

Random access/ batch-> recupero ore lavoro

GeneXpert® MTB/RIF  

On demand: 
referto in 
tempo reale
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Esame colturale

Gli standard internazionali
raccomandano fortemente l’associazione di
due terreni per l’isolamento dei Micobatteri
da campioni biologici
• un terreno solido
• un terreno liquido

Nel nostro laboratorio:
Sistema MB/BACT (liquido)

SEVEN H11 AGAR SLANTS (terreno Middlebrook a becco di clarino)

Identificazione con sonde molecolari
Accu Probe     RNA ribosomiale 16S

Tipizzazione: M.tuberculosis-M.avium-M.intracellulare-M.kansasii- M.gordonae
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Test qualitativo,  fluorimetrico
Richiede da 3 a14 giorni
La lettura può avvenire 
manualmente,  illuminando le provette 
con una lampada UV o in automazione 
con lo strumento MGIT 960

Saggio sensibilità 

con MGIT

 MGIT (Mycobacterial Growth Indicator 
Tube) Becton Dickinson 
brodo 7H9 con indicatore sale metallico di 
rutenio sensibile al consumo di O2 da parte 
dei Micobatterifluorescenza arancio per 
esposizione ai raggi ultravioletti

Quali antibiotici saggiare
Antibiotici di 
I° linea
Isoniazide
Streptomicina
Rifampicina
Etambutolo
Pirazinamide

Il test di sensibilità è molto
accurato per rifampicina ed
isoniazide; è meno attendibile e
riproducibile per streptomicina,
etambutolo e pirazinamide

Antibiotici di 
II° linea
Fluorochinoloni
Kanamicina
Amikacina
Capreomicina

Il test di sensibilità è più
problematico: aminoglicosidi
polipeptidi e fluorochinoloni
danno risultati relativamente
attendibili e riproducibili ma i dati e
l’esperienza  sono ancora limitati
 Laboratori di Riferimento
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Esami colturali per Micobatteri
N°referti/anno  

Nuovi casi Tb complex isolati/anno
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Dati sensibilità%- Andamento negli anni
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Il ceppo MDR 
isolato la prima 
volta nel 2010 
appartiene ad 
un paziente che 
rimane positivo 
all’esame 
colturale per 
MDR nel 2011, 
2012 e 2013  
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Indicazioni al test 

• Chi testare?
• Con quale test? 

 L’obiettivo di un test diagnostico per la diagnosi di LTBI è 
quello di identificare gli individui a rischio di 
sviluppare la tubercolosi attiva e che, di conseguenza, 
potrebbero giovarsi del trattamento dell’infezione latente

 La decisione di effettuare il test presuppone la 
decisione di trattare in caso di risultato positivo

 Andrebbe testato solo chi può beneficiare del trattamento

Chi testare?

 Gli individui con sospetta nuova infezione 
 tutte le età
 Contatti chiusi (es. familiari di pazienti con TB 

polmonare attiva)
 Contatti casuali (es.operatori sanitari)

 Gli individui a rischio di riattivazione*
 Rischio elevato(>6x)tutte le età
 Rischio moderato (3-6 X)<65 anni
 Basso rischio (1,5-3 X)età <50 anni

* Rischio annuale di attivazione in individuo in buona salute con LTBI=0,1%
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Individui a rischio di riattivazione 
tubercolare

ELEVATO MODERATO BASSO

• Infezione da HIV

• Trapiantati

• Neoplasie testa-collo

• Chemioterapia

• Leucemia, linfoma

• Silicosi

• Dializzati

• Terapia con TNF-alfa

• Esiti radiologici fibro-
nodulari apicali

• Diabete mellito

• Terapia steroidea 
(>15mg/die per 
più di un mese)

• Calo ponderale 
(>85% peso 
ideale)

• Fumo di sigaretta

Con quale test?

 TST 
 IGRAs 
 Entrambi?
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Tuberculin Skin Test
Intradermoreazione tubercolinica secondo Mantoux
R.Koch 1890, Mantoux 1908, standardizzato nel 1976

•Adapted from the Minnesota Department of Health publication, “Candidates for Treatment of Latent Tuberculosis Infection (LTBI), 02/2010.
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TST…un test molto vecchio e 
non sempre perfetto 

Interferon Gamma Relase Assay
(IGRAs)
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IGRAs
approvati dalla Food and Drug Administration nel maggio 2005

Differenze tra i test IGRAs
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Interferon Gamma Relase Assay 
(IGRAs)

 I test IGRA non sono influenzati da una precedente 
vaccinazione con bacillo di Calmette-Guerin (BCG), in 
particolare nelle situazioni in cui il vaccino è 
somministrato dopo l’infanzia o in dosi ripetute

 I test IGRA non sono influenzati dalla maggior parte 
delle infezioni con micobatteri non tubercolari (NTM) 
ambientali

 Due principali NTM potenzialmente patogeni per l’uomo 
contengono sequenze che codificano per gli antigeni 
ESAT-6 e CFP-10: Mycobacterium marinum e 
Mycobacterium kansasii

IGRAs Performance diagnostica

Sensibilità
specificità

Prevalenza 
dell’infezione

Caratteristiche
Ambiente

Non esiste gold standard!
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Fattori che possono influenzare l’esito
dei test IGRAs

Pre-analitici: tempo intercorso prima dell’incubazione del 
campione, durata dell’incubazione etc.                              
Doberne D et al J Clin Microbiol 2011; 49:3061

Variabilità intra-laboratorio: uno studio su 1086 test su 
543 individui nello stesso giorno ha dimostrato una discordanza 
nel secondo test pari a 8%                                                       
Metcalfe JZ et al. Am J Resp Crit Care Med 2013; 187:206

Variabilità tra laboratori: discordanza tra test eseguiti 
sullo stesso campione, lo stesso giorno in laboratori diversi                     
Withword WC et al. PLoS One 2012; 7 e 43790

Variabilità individuale: in uno studio su 48 operatori 
sanitari sottoposti mensilmente a test IGRA per un anno 
conversioni e reversioni sono state osservate nel 52 % dei 
partecipanti                                                                           
Park JS et al. Chest 2012

Interferon Gamma Relase Assay
(IGRAs)
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Provetta TB antigene
valuta la risposta di INF-y 
verso gli antigeni TB altamente specifici

Provetta mitogeno (controllo positivo) 
E’ utile per definire:
• lo stato immunitario del paziente 
• La corretta manipolazione ed incubazione 

del campione

Provetta Nil (controllo negativo)
Corregge il rumore di fondo dell’IFN-y non 
specifico

IGRAs – Il controllo positivo permette di 
migliorare l’accuratezza dei risultati nei 
pazienti immunocompromessi

QuantiFERON

QuantiFERON TB-Gold In-Tube 
Possibili esiti del test  
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E’ utile inserire nel referto i dati  
IGRAs quantitativi?

 “…non hanno mostrato valore 
prognostico…” L’aumento non si associa a 
progressione verso la malattia.

 Non devono essere utilizzati per monitorare 
la risposta al trattamento antitubercolare né 
per TB né per LTBI

 «…un risultato quantitativo può essere utile 
per valutare la probabilità di reversione o 
conversione quando il valore di  IFN-ү è 
vicino al cut-off»

 In test seriali permette di valutare la 
variabilità individuale

Test IGRAs Reversioni e conversioni
Quale significato?

Sia TST che i test IGRA si comportano in modo 
dinamico nel tempo con possibili conversioni e 
reversioni

Reversioni POS   NEG
Potrebbero riflettere la scomparsa dell’infezione
Potrebbero essere dovute a «oscillazioni» biologiche 
Sono frequenti nei soggetti con positività vicina al cut-off e in quelli TST-
negativi/IGRA positivi
Variazioni nelle procedure di laboratorio (es manipolazione del campione, 
lavaggi durante il test ELISA ecc… )

Conversioni NEG   POS
La maggior parte è dovuta a variazioni minori non specifiche intorno al 
cut-off
Un cut-off più alto, più stringente per la conversione potrebbe evitare di 
interpretare variazioni minori come conversioni
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Risultati oscillanti o borderline
difficoltà nell’interpretazione 

 Stabilita una «zona grigia» per T-Spot.Tb
(5-7 spot)

 E’ necessaria una «zona grigia» per QFT-t, 
ma di quale ampiezza?
 0,35 - 0,69 IU/mL (Pai et al; Marder et al)
 0,25 - 0,45 IU/mL (Graviss et al)

 0,20 - 0,70 IU/ML (Metcalfe et al)

NEG <0,20 <grey zone <0,70 <POS

IGRAs e capacità di prevedere lo sviluppo 
di malattia tubercolare attiva

 Numerosi studi longitudinali hanno 
dimostrato che l’incidenza di 
malattia attiva nei soggetti IGRA 
positivi è bassa (<5%), similmente a 
quanto osservato negli individui TST 
positivi

 E’ necessario lo sviluppo futuro di 
biomarkers in grado di identificare i 
soggetti a rischio progressione a TB 
attiva
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Test IGRAs - Linee guida di utilizzo

Cosa fare in caso di screening per infezione 
tubercolare latente Gruppo di lavoro Micobatteri AMCLI 2011

Si deve innanzitutto verificare se il paziente è
1. BCG vaccinato
2. Contatto recente o screening per LTBI per altri motivi
*****************************************************************
 Nel caso di assenza di vaccinazione con BCG: chiedere il TST

Se TST è positivo
a) Fare una radiografia del torace . Se RX indica lesioni di malattia attiva, ricoverare il paziente ed eseguire tutti gli accertamenti 

necessari (ricerca micobatteri, esami ematici e strumentali). Il paziente ha una TB attiva
b) Se RX indica che non ci sono lesioni di malattia attiva, invitare il paziente a considerare la profilassi. Il paziente ha 

un’infezione tubercolare latente 

Se TST è negativo
Considerare il motivo per cui ha eseguito il test 

a) Per esposizione a caso indice (contatto recente): ripetere il test dopo 8-12 settimane dall’ultimo contatto con il caso indice. 
Se c’è cuti-conversione, eseguire la procedura come sopra

b) Per screening : considerarlo come definitivamente negativo

 Nel caso di vaccinazione con BCG: chiedere test IGRA
 SE test IGRA è positivo

a) Fare una radiografia del torace. Se RX indica lesioni di malattia attiva, ricoverare il paziente e fare gli accertamenti necessari 
(ricerca micobatteri, esami ematici e strumentali). Il paziente ha una TB attiva.

b) Se RX indica che non ci sono lesioni di malattia attiva, invitare il paziente a considerare la profilassi. Il paziente ha 
un’infezione tubercolare latente 

 Se test IGRA è negativo
Considerare il motivo per cui ha eseguito il test:

a) Per esposizione a caso indice (contatto recente): ripetere il test dopo 8-12 settimane dall’ultimo contatto con il caso indice
b) Per screening: considerarlo come definitivamente negativo
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Costo - efficacia 

 Valutazioni economiche
 TST (multitest) : 2,3-23€
 QTF-G : 50,90 €

L’Infezione Tubercolare Latente 
nella Provincia di Ferrara

 Test QuantiFERON-TB Gold In-Tube 
(Cellestis Ltd, Carnegie, Victoria, Australia)

 Da Marzo 2007 a Settembre 2014
 Archivio dati di 7300 pazienti
 4073 femmine età media 48 anni
 3227 maschi età media 46 anni

4073

3227

femmina maschio
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Scheda 
anamnestica

Test eseguiti/anno
da marzo 2007 a settembre 2014
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Fattori di rischio 
senza la categoria “altro”

QuantiFERON 
andamento % positivi e indeterminati/tot test eseguiti/anno  
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QuantiFERON 
andamento % positivi maschi e femmine negli anni 

Reumatologia 
andamento % positivi e indeterminati negli anni 
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Casa Circondariale 
andamento % positivi negli anni 

Medicina del lavoro AOU S. Anna 
andamento % positivi negli anni 
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Medicina del lavoro 
AOU S. Anna e AUSL 
andamento % positivi negli anni 

2013 (317 test)

•AOU 301 test 

•Cento Bondeno 16 test

2014 gen set (473 test)

•AOU 293

•Argenta Portomaggiore 90 test

•Cento Bondeno 42 test

•Copparo 2 test

•Delta 46 test 

Quantiferon andamento % POSITIVI negli anni 

Confronto tra alcune categorie a rischio
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Edvard Munch  Il sole 1909

1882 – 1945
Eziologia certa, rimedi ignoti

Elioterapia 
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Grazie
per 
l’attenzione


