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 1

INTRODUZIONE 

Bordetella pertussis è un patogeno esclusivamente umano che causa la pertosse. Prima della 
introduzione della vaccinazione nell’infanzia, la pertosse era una delle principali cause di 
mortalità infantile in tutto il mondo (1-4). Tuttavia, nonostante il raggiungimento di una 
copertura vaccinale estesa, la pertosse è ancora endemica (1, 2, 4). Questa infezione è 
fortemente riemersa negli ultimi dieci anni nei Paesi industrializzati e rimane la malattia meno 
controllata tra quelle prevenibili da vaccino nel mondo e rappresenta un problema importante 
nell’ambito delle malattie prevenibili da vaccinazione in diversi Paesi europei (5-13). 

I vaccini ottenuti da organismi interi inattivati di Bordetella pertussis sono disponibili fin dal 
1940 (1). Sono stati somministrati come parte di un vaccino combinato contro difterite-tetano-
pertosse, e sono stati molto efficaci, ma associati a un’alta reattogenicità. Questo ha portato nei 
primi anni ’90 del secolo scorso allo sviluppo di vaccini acellulari (aP), anch’essi associati ai 
vaccini contro la difterite e il tetano (DTaP). Il DTaP è ora utilizzato normalmente in tutti i 
Paesi industrializzati. 

Dai dati della letteratura si può ipotizzare che l’aumento del numero dei casi di pertosse, 
soprattutto fra gli adolescenti e adulti, è dovuto alla diminuzione della protezione indotta dalla 
vaccinazione con i nuovi vaccini acellulari (aP) (14). Un esempio emblematico è l’epidemia di 
pertosse avvenuta in California nel 2010. In molti Stati americani, tra cui la California, è 
obbligatorio, per l’ingresso alla scuola, aver ricevuto cinque dosi di DTaP, con la quinta dose 
generalmente somministrata in bambini tra i 4 e i 6 anni di età. Ciononostante, nel 2010, in 
California si è avuta una grande epidemia di pertosse, con tassi d’incidenza più alti dal 1958 
(15, 16). Questa epidemia ha permesso di quantificare il tempo di decadenza della protezione 
verso la pertosse indotta dal vaccino DTaP. Gli autori dello studio hanno potuto determinare che 
la protezione viene meno in un lasso di tempo di 5 anni dopo la quinta dose di richiamo (17). 

La situazione a livello mondiale, e ovviamente anche nei Paesi europei, induce quindi a 
definire la pertosse come una malattia riemergente. 

Tra i Paesi europei, l’Italia notifica i casi di pertosse per lo più clinicamente. Il Lo European 
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC: Centro europeo per la prevenzione e 
controllo delle malattie) ha chiesto di implementare anche nel nostro Paese la conferma della 
diagnosi di pertosse attraverso saggi di laboratorio.  

A seguito di incontri avvenuti dal 2010 al 2012, organizzati dall’ECDC su queste 
problematiche, è stata intrapresa un’azione centrale del Ministero della Salute che ha tra gli 
obiettivi quello di uniformare anche l’Italia ai criteri diagnostici europei per la pertosse.  

In quest’ambito abbiamo iniziato un’azione di ricognizione che permetta da un lato di 
individuare quali laboratori nel nostro Servizio Sanitario Nazionale (SSN) eseguano saggi per la 
diagnosi di pertosse e dall’altro capire quali saggi siano utilizzati e se conformi a quelli suggeriti 
a livello europeo. 
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1. METODO PER LA RACCOLTA DATI  

Al fine di uniformarsi alle direttive europee introducendo un saggio di laboratorio per la 
conferma di un caso sospetto di pertosse, si è concretizzata una sinergia tra l’Istituto Superiore 
di Sanità (ISS) e l’Ufficio Malattie Infettive e Profilassi Internazionale della Direzione Generale 
della Prevenzione Sanitaria del Ministero della Salute per sensibilizzare a livello regionale la 
necessità della conferma di laboratorio della diagnosi di pertosse.  

Contemporaneamente c’è stata la necessità di individuare i laboratori in grado di fare 
diagnosi sul territorio nazionale e verificare se i saggi impiegati fossero adeguati.  

A questo scopo, abbiamo inviato, via e-mail, un questionario a circa 200 laboratori distribuiti 
su tutto il territorio e già coinvolti in altri sistemi di sorveglianza, coordinati dall’ISS.  

Ai responsabili dei laboratori sono state richieste informazioni relative agli approcci 
diagnostici utilizzati. Il questionario è stato formulato in modo da rispondere alle notizie 
richieste dall’ECDC agli organismi preposti. 

Quest’attività di ricognizione, iniziata a gennaio 2010 è stata, poi, proseguita a febbraio 
2011, aprile 2012 e a luglio-settembre 2013, per raccogliere i dati relativi alle diagnosi di 
pertosse effettuate negli anni 2009, 2010, 2011 e 2012, rispettivamente.  

La Figura 1 riporta la scheda con cui sono state raccolte le informazioni relative all’anno 
2009 e 2010.  

 
 

Metodi di laboratorio utilizzati per la diagnosi di pertosse  
(specificare il tipo di test se commerciale) 

Coltura  sì  no 

PCR  sì  no 

ELISA  sì  no 

Luminex  sì  no 

Colorazione con anticorpi specifici  
in fluorescenza delle secrezioni nasofaringee  sì  no 

Altro ...............................................................................................  

Quanti campioni il vostro laboratorio riceve in un anno .................  

Quale è la proporzione di campioni saggiati in coltura ..................  

 

Figura 1. Scheda di raccolta dati relativi al 2009-2010 

Per la raccolta dei dati riguardanti gli anni 2011 e 2012 la scheda è stata modificata come 
indicato nella Figura 2. La modifica della scheda è stata dettata dalla necessità di capire meglio 
l’impatto della pertosse nei bambini al di sotto dell’anno di età e valutare la sua rilevanza sulla 
popolazione generale rispetto alle altre infezioni diagnosticate dal laboratorio. Serviva inoltre 
avere informazioni sui test diagnostici commerciali utilizzati nei laboratori per poter capire se 
fossero sufficientemente accurati rispetto agli standard suggeriti dall’ECDC.  
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Metodi di laboratorio utilizzati per la diagnosi di pertosse  

Diagnosi  sì  no 

Coltura  sì  no 
Se sì, quante? specificare................................................  

PCR  sì  no 
Se sì, quante? specificare................................................  

Sierologia  sì  no 
Se sì, quante? specificare................................................  

Altro.............................................................................................  

 

Campioni saggiati per la pertosse (n. totale)..................................  

Saggi positivi (n.).........................................................................  

Saggi positivi in bambini al di sotto dell’anno di età (n.) ..............  

Esami microbiologici eseguiti nell’anno (n. totale)......................... . 

Nome dei test commerciali utilizzati… ...........................................  

.......................................................................................................  

.......................................................................................................  

 

Note ...............................................................................................  

.......................................................................................................  

.......................................................................................................  

.......................................................................................................  

 

Figura 2. Scheda di raccolta dati relativi al 2011-2012 
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2. RISULTATI 

2.1. Ricognizione dei laboratori  
che eseguono la diagnosi di pertosse 

Un totale di 38 su 185 laboratori contattati, circa il 20%, hanno risposto al questionario. Dei 
laboratori che hanno risposto (i cui responsabili sono riportati in Appendice A), 25 hanno 
dichiarato di eseguire saggi diagnostici per la pertosse. 

La Figura 3 riassume i risultati: sono indicati in ciascuna regione con il quadrato bianco i 
laboratori che non hanno risposto mentre con il quadrato grigio quelli che hanno risposto dei 
185 laboratori contattati, di questi nel quadrato nero il numero di quelli che effettivamente 
eseguono i saggi diagnostici per la pertosse. 
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Figura 3. Numero di laboratori contattati (totale 185) che non hanno risposto, quelli che hanno 
risposto e che eseguono i saggi diagnostici per la pertosse, per Regione 

(i dati raccolti si riferiscono al 2009) 

 4



Rapporti ISTISAN 14/3 

 5

Il numero dei laboratori contattati nel Sud è stato inferiore rispetto al Nord del Paese, e i 
laboratori che hanno risposto sono stati meno nel Sud rispetto al Nord del Paese.  

Nel 2011 abbiamo mandato una richiesta di aggiornamento analoga alla precedente per 
ottenere i dati riguardanti il 2010. Oltre ai 25 laboratori che avevano risposto abbiamo mandato 
la richiesta anche ai laboratori indicati dagli assessorati regionali della sanità e ad altri laboratori 
identificati tramite una richiesta inviata dalla Associazione Microbiologi Clinici Italiani 
(AMCLI) utilizzando il giornale dei soci. 

La Figura 4 riassume i dati riguardanti il 2010. Con il quadrato bianco sono indicati i 
laboratori segnalati dagli assessorati regionali; i quadrati grigi rappresentano i laboratori 
contattati direttamente e i quadrati neri quelli che hanno risposto e che fanno diagnosi. In questo 
modo abbiamo identificato 32 laboratori che hanno dichiarato di eseguire saggi diagnostici per 
la pertosse. 
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Figura 4. Numero di laboratori segnalati dagli assessorati regionali,  
quelli contattati direttamente e quelli che hanno risposto e che fanno diagnosi, per Regione 

(i dati raccolti si riferiscono al 2010) 



Rapporti ISTISAN 14/3 

Complessivamente i dati indicano una prevalenza di esecuzione dei saggi diagnostici nelle 
regioni del Centro-nord d’Italia. Inoltre, se si confrontano i dati del 2010 rispetto al 2009 si vede 
come si sia ottenuta una maggiore adesione anche nel sud Italia. 

Una procedura analoga è stata eseguita per l’aggiornamento delle informazioni per il 2011 e 
il 2012. Oltre a coloro che avevano risposto precedentemente sono stati contattati anche nuovi 
laboratori. Nel questionario, oltre ai dati riguardanti l’esecuzione dei saggi diagnostici per la 
pertosse, con la richiesta di annotare il tipo di test usato, è stato chiesto anche il numero di saggi 
eseguiti per la diagnosi di pertosse rispetto al totale dei saggi microbiologici eseguiti nella 
struttura di appartenenza.  

Insieme al questionario è stata inviata anche una selezione delle diapositive presentate al 
congresso dell’AMCLI tenutosi a novembre 2011. Una sessione, organizzata da noi in 
collaborazione con i membri della segreteria dell’AMCLI, è stata interamente dedicata ai 
problemi inerenti la sorveglianza e la diagnosi della infezione da Bordetella pertussis. La 
sessione del congresso ha visto riuniti gli operatori dei laboratori clinici operanti sul territorio ed 
è servita a sensibilizzare e a diffondere informazioni utili per uniformare la diagnosi della 
pertosse in Italia ai parametri europei. 

Ai colleghi dei laboratori sono stati anche inviati due articoli, pubblicati su riviste 
internazionali da gruppi accreditati dall’ECDC, sulle metodiche più idonee per la diagnosi 
sierologica di pertosse e riconosciute a livello europeo (18, 19).  

Dall’analisi dei dati riguardanti il 2011, il numero di laboratori che utilizzano test diagnostici 
per la pertosse non è aumentato.  

Nel 2013 è stato richiesto un aggiornamento e con l’occasione sono stati inviati i protocolli 
consigliati dallo “EUpert-Labnet Surveillance network” nell’ambito dell’ECDC per il saggio 
diagnostico che utilizza la Real-Time PCR (Polymerase Chain Reaction) e il saggio sierologico 
per la determinazione delle immunoglobuline IgG anti-PT (IgGPT) (20, 21).  

Dove l’informazione era disponibile (14 laboratori), va notato che la percentuale di saggi per 
la pertosse rispetto al numero dei saggi microbiologici totale eseguiti dal laboratorio è esigua e 
rappresenta in media solo lo 0,016, con un range che oscilla tra lo 0,001% e l’1,8%, di tutti i 
saggi microbiologici eseguiti dal laboratorio. 

Ci sono ancora alcune regioni in cui non sono stati identificati i laboratori che eseguono 
saggi diagnostici per la pertosse e quindi quest’attività dovrà continuare, trovando possibilmente 
dei sistemi più efficienti e collegandosi più strutturalmente con le autorità competenti regionali. 
La percentuale dei laboratori che rispondono su base volontaria è ancora troppo bassa e in 
qualche modo va implementata. 

2.2. Diagnostica colturale, molecolare e sierologica 
di Bordetella pertussis 

In accordo con le richieste dell’ECDC e del Ministero della Salute abbiamo implementato 
nel laboratorio di riferimento in ISS i saggi per la diagnosi della pertosse, utilizzando l’ELISA 
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) per il dosaggio sierologico degli anticorpi di classe IgG 
specifici per la tossina della pertosse (IgGPT) e adeguando le tecniche di diagnostica molecolare 
rapida (PCR) ai saggi proposti dall’ECDC.  

I saggi sierologici e PCR sono stati validati a livello europeo ed hanno superato i test EQA 
(Interlab Quality Assurance). I dettagli dei protocolli utilizzati per la PCR diagnostica e il 
saggio ELISA IgGPT e sono riportati negli Appendice C e D, rispettivamente. 

 6
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Il saggio più idoneo per diagnosticare la pertosse dipende dalla fase temporale della malattia. 
Nelle indicazioni fornite dall’ECDC e dai Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 
degli USA si raccomanda una combinazione di saggi diagnostici come schematizzato dalla 
Figura 5. 

 
 Insorgenza tosse 

0 2 4 6 8 10 1200 22 44 66 88 1010 1212

ColturaColtura

PCRPCRPCRPCR

SierologiaSierologiaSierologiaSierologia

settimane

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Saggi diagnostici ottimali a secondo della fase temporale della malattia (settimane) 

In presenza di tosse fino a 2 settimane si suggerisce l’utilizzo simultaneo di coltura e PCR; in 
presenza di tosse da 2 a 4 settimane la PCR e il dosaggio delle IgGPT nel siero; in presenza di 
tosse per più di 4 settimane i saggi sierologici permettono una corretta diagnosi.  

2.2.1. Diagnostica colturale 

La World Health Organization (WHO) considera la diagnosi colturale il gold standard per la 
conferma di laboratorio di un caso sospetto di pertosse (22). L’isolamento del ceppo batterico 
permette di conoscere le caratteristiche genetiche del ceppo e di investigare la sensibilità ai 
farmaci utilizzati per il trattamento terapeutico. Tuttavia, una criticità, che rende poco sensibile 
il metodo colturale, è rappresentata dalla somministrazione di farmaci prima del prelievo nel 
retro faringe. Il tasso più elevato di conferma tramite coltura si ha nelle prime due settimane, in 
corrispondenza della fase catarrale. Il campione va seminato entro 2 ore dal prelievo su piastre 
selettive e non per la crescita di Bordetella. 

I terreni più idonei sono l’agar Reagan Lowe, contenente carbone, e il Bordet Gengou con e 
senza cefalexina. La composizione dei terreni è descritta nelle linee guida della WHO 
“Laboratory manual for the diagnosis of whooping cough caused by Bordetella 
pertussis/Bordetella parapertussis” (22). Le piastre vanno incubate a 35-37°C in aerobiosi, con 
elevata concentrazione di umidità, e ispezionate a giorni alterni fino a 7 giorni. 

Per l’identificazione microbiologica delle colonie isolate, sono previste, oltre 
all’osservazione della morfologia e della colorazione GRAM, l’esecuzione di saggi biochimici, 
quali il test dell’ossidasi e dell’ureasi, e la crescita su agar sangue. Per le colonie con il profilo 
biochimico corrispondente al genere Bordetella, si procede con l’agglutinazione su vetrino con 
antisiero specifico per B. pertussis e B. parapertussis. Sui ceppi isolati è valutata la sensibilità 
ad eritromicina, claritromicina e azitromicina, utilizzando il metodo E-test. Maggiori dettagli sul 
metodo sono riportati nell’Appendice B. 
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2.2.2. Diagnostica molecolare 

La diagnosi molecolare d’infezione da Bordetellae è eseguita su DNA estratto da un 
campione clinico, generalmente tampone nasofaringeo o aspirato nasofaringeo, per mezzo della 
Real-Time PCR (RT-PCR). Il tempo stimato dall’arrivo al laboratorio del campione clinico al 
risultato finale è di circa 4 ore. Per l’esecuzione del saggio sono stati scelti target genici multipli 
per l’amplificazione, per consentire l’identificazione di genere e di specie e per aumentare la 
specificità del metodo. In breve, la positività per l’Insertion Sequence IS481 e per il promotore 
della tossina (ptx-pr) indica la presenza di DNA di B. pertussis; la positività per l’Insertion 
Sequence IS1001 e una sequenza specifica del gene recA sono invece specifici per B. 
parapertussis e B. holmesii, rispettivamente. Tutte le amplificazioni sono state messe a punto 
utilizzando il termociclatore LightCycler 2.0 (Roche), utilizzando come piattaforme sia sonde 
FRET che Taqman (23, 24). Per la diagnosi molecolare di B. bronchiseptica si esegue una PCR 
sul gene fla, seguendo il protocollo descritto da Hozbor et al. (25). 

Per l’individuazione del DNA di B. pertussis e B. parapertussis, parallelamente ai metodi 
descritti, possono essere utilizzati kits diagnostici commerciali, quali il kit Dia-Bor-020 
(Diagenode) e il kit Simplexa Bordetella pertussis/parapertussis (Focus Diagnostic). Maggiori 
dettagli sui metodi sono riportati nell’Appendice C. 

2.2.3. Diagnostica sierologica 

Per i saggi sierologici, gli ELISA per la pertosse sono stati impiegati nelle sperimentazioni 
sui vaccini acellulari e in studi sieroepidemiologici, e sono utilizzati per la diagnostica in vari 
paesi. I saggi ELISA possono essere fatti con antigeni purificati o misti, ma solo la PT è 
specifica per B. pertussis (1). L’emagglutinina filamentosa (FHA) e la pertactina (PRN) sono 
infatti presenti in altre specie di Bordetellae e in altri batteri quali Haemophilus species, 
Mycoplasma pneumoniae, Escherichia coli (19).  

Gli studi si sono concentrati principalmente su anticorpi di isotipo IgG. Il ruolo degli 
anticorpi di isotipo IgA e IgM come indice di risposta protettiva non è ancora completamente 
chiaro (1, 2, 19, 26, 27).  

Concentrazioni di anticorpi specifici per gli antigeni di Bordetella possono essere misurati 
quantitativamente ed espressi in unità internazionali (International Unit, IU) per mL (IU/mL) 
rispetto a uno standard internazionale (28). 

Nella pratica clinica, la diagnosi sierologica della pertosse è basata per lo più su un solo 
campione. La diagnosi sierologica basata su campioni appaiati è un metodo sensibile e specifico 
e dovrebbe registrare un aumento di IgGPT dal primo al secondo campione. Tuttavia, anche in 
sieri appaiati, può succedere che non si verifichi un aumento di IgG specifiche dovuto alla non 
ottimale tempistica della raccolta dei sieri. In questi casi la diagnosi è basata su una diminuzione 
dei livelli di anticorpi tra il campione prelevato nella fase acuta e nella fase convalescente. La 
difficoltà di ottenere due prelievi e l’incertezza nei valori diagnostici fa si che la diagnosi basata 
su un singolo campione sia quella prevalentemente utilizzata. 

Vi è un urgente bisogno di standardizzazione dei saggi ELISA per la diagnostica sierologica, 
come recentemente sottolineato anche dall’ECDC nello studio pubblicato da Tondella et al. (29). 

Nel 2011 è stato pubblicato un articolo scritto dagli esperti dello EUPertstrain group (19) 
che suggerisce le linee guida per una corretta diagnosi sierologica della pertosse. Le 
raccomandazioni del gruppo di esperti possono essere riassunte nei seguenti punti: 

1. Gli ELISA devono utilizzare come antigene di cattura la PT purificata, i campioni vanno 
saggiati in diluizione e la concentrazione di anticorpi va calcolata sulla parte lineare della curva 
rispetto a uno standard internazionale; i risultati vanno espressi quantitativamente in IU/mL. 
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2. I valori di IgG PT superiori a 120 IU/mL indicano un’infezione recente, mentre quelli 
compresi fra 50 e 120 IU/mL possono suggerire un contatto recente ma non sicuro. 

3. La determinazione delle IgA anti-PT può essere utilizzata ma solo con livelli 
indeterminati di IgG anti-PT. 

4. La diagnosi sierologia può essere validamente interpretata solo dopo almeno un anno 
dalla vaccinazione con vaccini aP che, come è noto contengono, la PT, FHA e PRN come 
antigeni vaccinali.  

Il gruppo di esperti scoraggia l’uso di:  
1. altri antigeni nella diagnostica di routine, come l’FHA, in quanto non sono specifici per la B. 

pertussis; 
2. immunoblot per la sierodiagnosi di pertosse, perché i risultati non possono essere quantitativi; 
3. microagglutinazione, a causa della sua mancanza di sensibilità; 
4. altri metodi, come la fissazione del complemento o l’immunofluorescenza indiretta, 

perché presentano una bassa sensibilità e/o specificità. 
I dettagli del metodo ELISA IgGPT utilizzato dal nostro laboratorio sono riportati 

nell’Appendice D. 

2.3. Saggi diagnostici utilizzati dai laboratori  
sul territorio nazionale 

La Figura 6 riassume i tipi di saggi diagnostici utilizzati dai laboratori. I dati sono stati 
raccolti nel corso degli anni dal 2009 al 2012. 
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Colture; 12; 
29%

Altro; 3; 7%

ELISA; 23; 57%
PCR; 3; 7%

2010

Colture; 7; 23%Altro; 2; 6%

ELISA; 17; 55%

PCR; 5; 16%

2011 2012

ELISA; 16; 61%

PCR; 5; 19%

Colture; 3; 12%Altro; 2; 8%
PCR; 4; 15%

Colture; 2; 8%Altro; 2; 8%

ELISA; 18; 69%

Figura 6. Distribuzione dei saggi diagnostici per la pertosse rilevata negli anni 2009-2012 
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I saggi ELISA sono quelli più usati segue poi la diagnostica su base colturale del batterio e 
quindi la PCR. Appare evidente che con il passare degli anni diminuiscano i laboratori che 
fanno diagnosi sulla base della coltura del batterio mentre si ha un incremento, anche se ancora 
limitato, dei laboratori che utilizzano la PCR.  

Dall’analisi dei dati raccolti dal 2009 al 2012 nell’ambito della ricognizione dei laboratori 
che eseguono la diagnosi di pertosse, i kit commerciali ELISA sono il saggio preferibilmente 
utilizzato (Figura 7). 
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Figura 7. Tipo di kit ELISA utilizzato dai laboratori per nome commerciale e composizione 
di antigeni utilizzata per catturare gli anticorpi nel saggio negli anni 2009-2012 
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La PT in associazione con l’FHA sono gli antigeni presenti nella maggior parte dei kit 
ELISA commerciali. Purtroppo, ancora troppo pochi sono i laboratori che utilizzano kit ELISA 
che fanno uso della sola PT purificata, unico antigene specifico per la Bordetella pertussis (19).  

A questo proposito nel 2011 il lavoro pubblicato da Riffelmann e von Koening (18) è stato 
inviato ai laboratori a supporto del suggerimento relativo all’uso di kit ELISA contenenti la PT 
come unico antigene. Questo lavoro ha valutato la specificità e sensibilità dei kit ELISA 
disponibili in commercio per il dosaggio degli anticorpi anti Bordetella pertussis. Gli ELISA 
commerciali sono stati confrontati con un saggio ELISA in-house con antigeni purificati e 
standard forniti dalla WHO. I kit ELISA che utilizzano la PT come antigene hanno mostrato un 
correlazione lineare rispetto alla preparazione di riferimento della WHO mentre i kit ELISA che 
utilizzano antigeni misti non hanno mostrato una correlazione lineare con le preparazioni di 
riferimento. Questi dati sono stati anche confermati da studi condotti nell’ambito dell’ECDC a 
cui abbiamo partecipato (26, 30).  

In conclusione le evidenze raccolte fortemente suggeriscono che i kit ELISA commerciali 
per essere attendibili devono usare, come antigene per rilevare gli anticorpi specifici, la PT 
purificata e devono avere al loro interno uno standard di riferimento internazionale.  

Purtroppo, nonostante si sia sottolineato più volte la scarsa attendibilità dei risultati 
sierologici ottenuti con i kit ELISA commerciali che fanno uso di più antigeni, questa 
indicazione non è stata ancora recepita da tutti i laboratori a giudicare dai dati raccolti per l’anno 
2012. Infatti, come risulta evidente dalla Figura 7, la percentuale dei laboratori che usano kit 
ELISA con la sola PT è ancora minoritaria. Dovremmo quindi operare più a fondo per meglio 
incidere sulle scelte dei laboratori, sensibilizzando anche i produttore/distributori dei kit ELISA.  

Il saggio PCR è eseguito in un limitato numero di laboratori (Figura 8), mentre dovrebbe 
essere il test di elezione soprattutto nei reparti di neonatologia/pediatria.  
 

Segene
1; 25% Seeplex

1; 25%

Segene
1; 20%

Seeplex
1; 20%

non indicato 
2; 40%
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2; 40%

2010

2012
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1; 20%
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1; 20%

Seeplex
1; 20%
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1; 20%

In-house
1; 25%

Liferiver
1; 25%

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Tipo di kit utilizzati per il saggio di PCR dai laboratori negli anni 2010-2012  
per nome commerciale del kit o se in-house (standardizzato in laboratorio) 
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Solo i pazienti con segni e sintomi compatibili con la pertosse devono essere saggiati con la 
PCR per confermare la diagnosi. Nel caso di soggetti asintomatici e neonati l’uso della PCR 
deve essere attentamente valutato in relazione alla definizione di caso sospetto di pertosse. 
Attualmente, è in corso di valutazione anche a livello europeo una revisione ed eventualmente 
una diversa definizione di caso di sospetta pertosse per i neonati.  

La PCR ha una sensibilità ottimale nelle prime tre settimane di tosse quando il DNA 
batterico è ancora presente nel retro-faringe. Dopo la quarta settimana di tosse, la quantità di 
DNA batterico diminuisce rapidamente ed è preferibile l’utilizzo del saggio ELISA IgGPT. 

Sono in commercio diversi kit per eseguire la diagnosi di pertosse tramite PCR. Uno studio 
recente (31) ha valutato 4 kit commerciali, tre dei quali si sono rivelati idonei. Tutti e quattro i 
kit erano altamente specifici ma con sensibilità diverse. I kit dell’Argene, Focus Diagnostics, e 
Cepheid presentano una buona sensibilità e specificità. Questi tre kit hanno un controllo interno 
per rilevare inibitori della PCR, cosa molto importante, ma solo due di loro, i test diagnostici 
Argene e Focus, hanno anche controlli interni relativi all’estrazione del DNA.  

Dai dati raccolti dalla ricognizione dei saggi per PCR impiegati dei laboratori italiani si 
evince che almeno la metà dei laboratori utilizza i kit tra i più idonei (vedi Figura 8). 
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CONCLUSIONI 

Perché è necessaria una sorveglianza per la pertosse? In ottemperanza alle dispositive 
europee, per valutare a livello nazionale ed europeo l’efficacia dei programmi vaccinali, è 
necessario condividere una definizione di caso di pertosse basata su saggi di laboratorio per la 
conferma del caso sospetto a livello clinico.  

L’ECDC ha posto l’accento sulla importanza della conferma di laboratorio per la diagnosi di 
pertosse, per il trattamento, per la prevenzione e per il miglioramento dei dati di sorveglianza.  

L’uso della diagnostica di laboratorio per un caso di sospetta pertosse migliora il sistema di 
sorveglianza e limita la diffusione della malattia, suggerendo le procedure più idonee per la 
prevenzione della malattia. Inoltre, la conferma dei casi sospetti permette una valutazione più 
corretta dell’incidenza della malattia. L’isolamento del ceppo batterico, inoltre, permette di 
eseguire tutte quelle indagini microbiologiche ormai necessarie per conoscere le caratteristiche 
genetiche dei ceppi circolanti e di identificare “cluster” emergenti nel Paese. 

I dati di sorveglianza sono inoltre essenziali nello sviluppo di strategie di controllo della 
malattia con strategie vaccinali più efficaci, quali immunizzazioni di fasce di popolazione 
maggiormente a rischio di trasmissione del batterio ai neonati non ancora protetti dalla 
vaccinazione o l’inserimento nel calendario vaccinale di ulteriori richiami. 

A livello europeo e nazionale c’è una grande eterogeneità nei metodi di laboratorio impiegati 
per la diagnosi di pertosse, è quindi necessario implementare una standardizzazione e 
armonizzazione dei saggi utilizzati. È, quindi, auspicabile riuscire a creare con i laboratori 
periferici che eseguono diagnosi di pertosse una stretta collaborazione. 

Nell’ambito delle attività di sorveglianza è stata messa in atto una ricognizione dei laboratori 
che eseguono i saggi per la conferma della diagnosi di pertosse e della tipologia di diagnostica 
utilizzata dai laboratori operanti all’interno dell’SSN. È probabile che le informazioni acquisite 
fino a questo punto siano solo parziali e quest’attività necessariamente dovrà continuare. 

Si dovrà introdurre e/o migliorare nella routine diagnostica l’isolamento colturale del ceppo 
di B. pertussis, i metodi sierologici e molecolari rapidi, organizzare incontri per introdurre linee 
guida e criteri di accettabilità comuni per la conferma di laboratorio alla diagnosi di pertosse in 
accordo alle linee guida che dall’ECDC, in via di definizione, e a cui stiamo partecipando come 
laboratorio di riferimento. 

Quest’attività tesa a migliorare l’accessibilità e l’omogeneità dei protocolli diagnostici 
utilizzati, permetterà di migliorare i dati epidemiologici e microbiologici della pertosse in Italia 
e, allo stesso tempo, di ottemperare al flusso di dati per l’ECDC. 
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APPENDICE B 
Modalità di raccolta dei campioni  

e diagnosi colturale 
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Raccolta del campione 

La raccolta del campione dovrebbe essere eseguita prima dell’inizio della terapia antibiotica per 
aumentare la probabilità di isolare il batterio e per garantire la presenza di una quantità più elevata di 
DNA. Si hanno maggiori probabilità di isolare il batterio se il prelievo viene eseguito entro le prime due 
settimane dall’inizio della sintomatologia. 

La raccolta del campione per la ricerca di DNA attraverso metodi molecolari rapidi deve essere 
eseguita al massimo entro 3-4 settimane dall’insorgenza dei sintomi (Figura 4). 

I campioni clinici idonei per la ricerca di Bordetella sono: 
- tampone nasofaringeo; 
- aspirato nasofaringeo. 

Tampone nasofaringeo 

Tipologia di tampone 

È consigliabile l’esecuzione di due tamponi, uno per la ricerca colturale e uno per la ricerca del DNA.  
Il tampone deve essere in Dacron o rayon, con bastoncino sottile e flessibile in polistirene. Non 
devono essere utilizzati tamponi in cotone o alginato di calcio, controindicati per l’amplificazione in 
PCR. 
Per la ricerca colturale viene generalmente raccomandato un tampone Copan con terreno di trasporto 
Amies Charcoal - Flexible twisted wire. 
Per le indagini molecolari è consigliato l’uso di un tampone asciutto (es. Copan – Dry swab twisted 
wire rayon, mini tip). 

Esecuzione del tampone 

Il tampone deve essere eseguito nel nasofaringe posteriore. 
L’Istituto Pasteur (Parigi-Francia) ha realizzato un video contenente le indicazioni per la corretta 
esecuzione del prelievo (1). 

Trasporto del campione 

Il tampone destinato alla indagine colturale deve essere trasportato a temperatura ambiente ed entro 4 
ore dal prelievo al laboratorio di microbiologia per la semina su piastra. La frequenza di isolamento 
colturale diminuisce, infatti, se il trasporto avviene a 4°C e/o dura più di 48 ore. 
Il tampone dal quale deve essere estratto il DNA può essere trasportato a temperatura ambiente o 
conservato a 4°C. 

Aspirato nasofaringeo 

Prelievo dell’aspirato 

Il prelievo deve essere eseguito a livello del nasofaringe posteriore. 
L’Istituto Pasteur (Parigi-Francia) ha realizzato un video contenente le indicazioni per il corretto 
prelievo dell’aspirato (1). 
Deve essere prelevata una quantità di campione compresa tra 0,6 mL e 1 mL.  

Trasporto del campione 

Il campione destinato all’indagine colturale deve essere raccolto in una provetta sterile, trasportato a 
temperatura ambiente ed entro 4 ore dal prelievo al laboratorio di microbiologia per la semina. La 
frequenza di isolamento colturale diminuisce se il trasporto avviene a 4°C e dura più di 48 ore. 
La quota di aspirato destinata alla ricerca di DNA viene raccolta in una provetta sterile idonea al 
congelamento, trasportata a temperatura ambiente o, se possibile, refrigerata, e conservata a -80°C. 
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Note 

In tutte le procedure di prelievo del campione clinico devono essere utilizzati i guanti per limitare il 
rischio di contaminazione del campione. È, inoltre, importante fare attenzione a non contaminare il 
bastoncino del tampone e/o il catetere dell’aspirato che potrebbero venire a contatto con i terreni di 
trasporto. 

Criteri di scelta tra tampone e aspirato 

Nei neonati e nei bambini fino ad 1 anno di età gli aspirati presentano una frequenza di isolamento di 
Bordetella maggiore del 15% rispetto ai tamponi. Il tampone risulta, invece, più idoneo dell’aspirato 
nasofaringeo quando la produzione di muco è scarsa. 

Diagnosi colturale  

La ricerca colturale di Bordetella deve essere eseguita su due piastre, una di terreno non selettivo e 
una di terreno selettivo contenente cefalexina (40 µg/mL). I terreni più idonei sono l’agar Reagan Lowe, 
contenente carbone, e il Bordet Gengou. La composizione dei terreni è descritta nelle linee guida della 
WHO (2).  

Le piastre vanno incubate a 35-37°C in aerobiosi, con elevata concentrazione di umidità, e ispezionate 
a giorni alterni fino a 7 giorni. Lo sviluppo delle sottocolture richiede un’incubazione più breve, 
generalmente di 3 giorni. Le colonie sono lisce, convesse, perlacee, brillanti e grigie-bianche. Le colonie 
di B. parapertussis sono simili, ma leggermente più grandi e si sviluppano più precocemente. 

Al microscopio i batteri appartenenti al genere Bordetella si presentano come cocco-bacilli gram-
negativi, isolati o accoppiati. 

Per l’identificazione microbiologica delle colonie isolate, sono previste, oltre all’osservazione della 
morfologia e della colorazione GRAM, l’esecuzione di test biochimici, quali il test dell’ossidasi e 
dell’ureasi, e la crescita su agar sangue. 

Per le colonie con il profilo biochimico corrispondente al genere Bordetella, si procede con 
l’agglutinazione su vetrino con antisieri specifici per B. pertussis e B. parapertussis. 

I ceppi isolati vengono congelati a -80°C in terreno Brain Heart Infusion con l’aggiunta del 70% di 
glicerolo. 

Sui ceppi di Bordetella isolati e valutata la sensibilità agli antibiotici eritromicina, claritromicina e 
azitromicina mediante metodo E-test su piastre di Mueller-Hinton agar arricchito con il 10% di sangue. I 
valori di MIC sono letti dopo un’incubazione delle piastre di 2-7 giorni (3). 

Fonti 

1. Boucherat M, Guiso N, de la Roque F, Doré G. Technique of naso-pharyngeal sampe for PCR of B. pertussis. 
Paris: Institut Pasteur; 2009. Disponibile all’indirizzo http://www.youtube.com/watch?v=d6d-y7SX_dY; ultima 
consultazione 02/07/2014. 

2. World Health Organization. Laboratory manual for the diagnosis of whooping cough caused by Bordetella 
pertussis/Bordetella parapertussis. Geneva: WHO; 2007. (WHO/IVB/04.14). Disponibile all’indirizzo: 
http://eupert.org/sites/default/files/WHO guidelines.pdf; ultima consultazione 18/6/14. 

3. Fry NK, Duncan J, Vaghji L, George RC, Harrison TG. Antimicrobial susceptibility testing of historical and 
recent clinical isolates of Bordetella pertussis in the United Kingdomn using the Etes method. Eur J Clin 
Microbiol infect Dis (2010) 29:1183-1185. 
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Protocollo utilizzato per la PCR diagnostica 

La diagnosi molecolare di infezione da Bordetellae viene eseguita su DNA estratto da un campione 
clinico, per mezzo della Real-Time PCR. Il tempo stimato dall’arrivo al laboratorio del campione clinico 
al risultato finale è di circa 4 ore. 

Per eseguire l’estrazione del DNA è necessario un volume minimo di campione pari a 200 µL. 
In una eppendorf sterile, ai 200 µL di campione va aggiunto un pari volume di proteinasi K con 

concentrazione iniziale di 0,4mg/mL. I 400 µL ottenuti vengono incubati a 62°C per 1 ora. 
Per l’estrazione viene utilizzato il kit QIAGEN QIAamp DNA Minikit (Cod. 51304). L’eluizione 

finale deve essere eseguita con 70 µL di tampone. 
Il DNA estratto può essere conservato in congelatore a -20°C. 
Sono stati scelti target genici multipli per l’amplificazione, per consentire l’identificazione di genere e 

di specie e per aumentare la specificità del metodo.  
In particolare, la positività per l’Insertion Sequence IS481 e del promotore della tossina (ptx-pr) indica 

la presenza di DNA di B. pertusssis; la positività per l’Insertion Sequence IS1001 e una sequenza 
specifica del gene recA sono invece specifici per B. parapertussis e B. holmesii, rispettivamente.  

Tutte le amplificazioni sono state messe a punto utilizzando il termociclatore LightCycler 2.0 (Roche) 
utilizzando 5 µL del DNA estratto indiluito e 5 µL del DNA diluito 1:10, con piattaforme differenti in 
base al bersaglio da identificare: 

 sonde FRET o SybrGreen per IS481 e ptx-pr (1,2); 
 SybrGreen per IS1001; 
 sonde TaqMan per B. Holmesii recA (3); 

Linee guida per l’uso della Real-Time PCR nella diagnosi di laboratorio di Bordetella sono state 
indicate dallo European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) nel documento “Guidance 
and protocol for the use of real-time PCR in laboratory diagnosis of human infection with Bordetella 
pertussis or Bordetella parapertussis” (4). 

Nella tabella seguente è indicato uno schema interpretativo dei risultati. 

Schema interpretativo dei risultati  

IS481 ptxA-Pr IS1001 B. holmesii recA Risultati 

+ - - - Bordella spp.  
+ + - - B. pertussis 
- - + - B. parapertussis o B. bronchiseptica 
+ - - + B. holmesii 
+ - + - 
+ + + - Possibile coinfezione con diverse specie 

 
 

Ai fini pratici, la positività del target IS481 può essere considerata indicativa di una probabile 
infezione da B. pertussis, quando il quadro clinico del paziente è in accordo con tale diagnosi. 

Similmente, la positività del target IS1001 può essere considerata indicativa di una probabile infezione 
da B. parapertussis. 

Per la diagnosi molecolare di B. bronchiseptica si esegue una PCR sul gene fla, seguendo il protocollo 
descritto da Hozbor et al. (5). 

Parallelamente ai metodi descritti, per l’individuazione del DNA di B. pertussis e B. parapertussis 
possono essere utilizzati kits diagnostici commerciali, quali il kit Dia-Bor-020 (Diagenode) e il kit 
Simplexa Bordetella pertussis/parapertussis (Focus Diagnostic). 
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Protocollo utilizzato per il saggio ELISA IgGPT 

Dosaggio delle IgG specifiche per la tossina della pertosse (PT)  

Indicazione 
Analisi basata sull’immunogenicità per la diagnosi sierologica di sospetta malattia/infezione e per 
la sorveglianza sierologica.  

Principio di misurazione 
ELISA indiretto per gli anticorpi IgG contro la PT. La concentrazione di anticorpi è espressa in 
unità internazionali/mL (IU/mL). 

Raccolta e trasporto e conservazione dei campioni 

Sono idonei per il saggio sia il siero che il plasma, raccolti dopo 2 settimane dall’inizio dei sintomi. 
Va evitata l’emolisi del sangue e a questo proposito è importante che il siero o plasma siano separati 
prima del trasporto. 

Il campione di siero o plasma deve essere stoccato in due provette da conservare, rispettivamente la 
prima a -20°C per l’uso di routine, la seconda a -40°C (o inferiore), per costituire una banca dei sieri.  

Materiali 

 Micropiastre: Immulon 2 M129B (Thermo Electron Corporation, Milford, MA, USA 3V-Chimica, 
Italy). Ogni lotto va convalidato rispetto al precedente. L’uso di nuove micropiastre deve essere 
saggiato prima di utilizzarle nei saggi di routine. 

 Strisce sigillanti per micropiastra: Primo® Adhesive transparent seals, Euroclone n. ECPCR0510 
 Guanti. 
 Asciugamani di carta assorbente.  
 Puntali: volume 100-1000 µL e volume 0,5-300 µL, universale (Gilson Italia srl) 
 Pipette: 

- Falcon 25 mL (3V-Chimica srl, Roma; Italia, n. 357525) 
- Falcon 10 mL (3V-Chimica srl, Roma; Italia, n. 357551) 
- Falcon 5 mL (3V-Chimica srl, Roma; Italia, n. 357543) 

 Tubi:  
- Falcon 50 mL (3V-Chimica srl, Roma; Italy, n. 352070) 
- SAFE-Lock Tubes 1,5 mL (Eppendorf n. 0030- 123.328, 3V-Chimica srl, Roma; Italia 
- Cluster tubes 1,2 mL (Costar, n. 4401, Euroclone) 

 Tubi per la conservazione:  
- Cryogen® Tubes, 2 mL (ClearLine n. CL2ARBEPS, 3V-Chimica srl, Roma; Italia) 
- SAFE-Lock Tubes 1,5 mL (Eppendorf n. 0030- 123.328, 3V-Chimica srl, Roma; Italia) 

Software 

Microplate Manager, ver 2.2, Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 94547) and Microsoft 
Excel.  

Reagenti 

Antigene 

PT purificata ottenuta dallo Statens Serum Institut (SSI, Danimarca), conservato in frigorifero. 
L’antigene deve essere una tossina purificata. 
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Calibratori: sieri umani di riferimento internazionale e controlli in-house 

1. Primo siero umano di riferimento 
Antisiero umano 06/142 (National Institute of Standard Biological and Control, Potters Bar, 
Hertfordshire, Regno Unito) 106 IU/mL anti-PT IgG. Il siero risospeso va conservato a -18°C o 
inferiore. Il siero liofilizzato è conservato in -18°C o inferiore. La diluizione di lavoro è 1:5 (1+4) 
in PBS. 

2. Secondo siero umano di riferimento 
Antisiero umano 06/140 (National Institute of Standard Biological and Control, Potters Bar, 
Hertfordshire, Regno Unito) 335 IU/mL anti-PT IgG. Il siero risospeso va conservato a  
-18°C o inferiore. Il siero liofilizzato è conservato in -18°C o inferiore. La diluizione di lavoro è 
1:30 (1+29) in PBS. Il siero non diluito e le diluizioni del siero sono conservati in frigorifero. 

3. Terzo siero umano di riferimento 
SBL 42 IgG ottenuto dallo Smittskyddsinstitutet (SMI, Svezia) 930 IU/mL anti-PT. Diluizione di 
lavoro 1:100 (1 + 99) in PBS. 

4. Controlli in-house 
1. controllo positivo a bassa concentrazione (10 IU/mL). Siero non diluito 
2. controllo positivo a alta concentrazione (40 IU/mL). Siero non diluito 
3. controllo negativo: Lasciare vuota la prima colonna della piastra. 

5. Procedure per la preparazione di sieri di riferimento e sieri di controllo  
Ogni pre-diluizione è utilizzata in 3-4 analisi (in frigorifero a 4°C per un massimo di 7 giorni). I 
sieri diluiti sono conservati in aliquote (0,15-0,5 mL) a -18°C o inferiore, SBL 42 IgG è 
conservato in frigorifero. Le diluizioni sono conservate per un massimo di 6 mesi. Le diluizioni 
più vecchie possono essere utilizzati dopo la nuova analisi della concentrazione. Ogni aliquota non 
deve essere scongelata più di quattro volte.  

Coniugato 

L’anticorpo specifico per le IgG umane è generato in capra, marcato con fosfatasi alcalina ed è 
ottenuto dalla Kirkegaard & Perry Laboratories Inc. Il coniugato liofilizzato va risospeso in 1 mL di 
glicerolo al 50% PBS e conservato in freezer a -18°C o inferiore. Il coniugato risospeso può essere 
conservato per almeno 6 mesi.  

Al momento del saggio ELISA l’anticorpo coniugato è diluito 1+ 8000 in tampone di incubazione. 

Tamponi e soluzioni 

 Tampone di rivestimento o coating 
PBS: Tampone fosfato pH 7,4.  

 Tampone di lavaggio 
Saline, 9 g/L di NaCl, PA-ACS-ISO n.  131659.1211, in bottiglie da 1000 mL (Panreac Quimico Sau, 
Barcelona, Spagna). Aggiungere lo 0,1% di Tween 20, CAS 9005-64-5 (USB Corporation 
Cleaveland). La soluzione preparata può essere conservata a temperatura ambiente per due giorni. 

 Tampone di incubazione 
Va preparato al momento dell’uso.  
Siero albumina bovina, Frazione V (BSA, Sigma-Aldrich, 3V-Chimica, Roma, Italia, A2153, lot. n. 
128K1125), 1,0 g (NB: controllare ogni nuova partita di BSA, la concentrazione di BSA in soluzione 
può variare tra 0,1 e 1,0%). 
Tween 20 0,5 mL 
PBS è aggiunto fino ad arrivare al volume totale di 1000 mL. 
Invece della BSA si può usare il latte scremato. Se si utilizza il latte scremato, le micropiastre vanno 
bloccate per 30 minuti a 37°C con una soluzione 1% di latte scremato. Utilizzare una soluzione 0,1% 
di latte scremato come tampone d’incubazione.  

 32
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 Tampone per il substrato 
1 mol/L Tris + 0,3 mmol/L di MgCl2: 
Tris (idrossimetil) amminometano 121,1 g 
700 mL dH2O 
1 mol /L di MgCl2 0,3 mL 
pH a 9,8 
dH2O è aggiunta fino ad un volume totale di 1000 mL 
Conservare a temperatura ambiente fino ad un anno. 

 Compresse di substrato fosfatasi: 
p-nitrofenil fosfato (PNPP), conservare al buio a meno di 0°C. 
1 compressa da 5 mg (prodotto n. S0942, Sigma-Aldrich, Italia) in 5 mL di tampone del substrato. 
La soluzione va utilizzata immediatamente (perché è fotosensibile). 

 Soluzione di stop: 
3 mol/L di NaOH, caustica (prodotto n. 102525P, VWR International Ltd, Poole, Regno Unito). 
Conservare a temperatura ambiente fino a 3 mesi. 

 50% Glicerina 
Conservare a temperatura ambiente fino ad un anno. 

Procedura di analisi  

1. Coating delle piastre 

0,5 mg/L PT TOH 15 in PBS, pH 7,4. 
Aggiungere 100 µL di antigene diluito alle colonne da 2 a 12 di una micropiastra. 
Sigillare per evitare l’evaporazione. 
Incubare a temperatura ambiente (20-22°C) per tutta la notte (16-24 ore). 
Conservare le piastre -20 o -70°C. Le piastre possono essere conservate per almeno 4 settimane. 

2. Protocollo 

Preparare un protocollo per l’analisi dell’ELISA, annotare se ci sono prediluizioni dei sieri. Annotare 
la data del coating. 

Prima piastra 
Colonna 1: Vuota (controllo negativo o bianco), aggiungere solo tampone substrato e soluzione di stop 
Colonna 2: Primo siero umano di riferimento (antisiero umano 06/142) 
Colonna 3: Secondo siero umano di riferimento (antisiero umano 06/140) 
Colonna 4:  Terzo siero umano di riferimento (SBL 42 IgG: 930 IU/mL anti-PT).  
Colonna 5: Controllo positivo in-house a bassa concentrazione, per la parte inferiore 

dell’intervallo di misurazione cioè 10 IU/mL 
Colonna 6: Controllo positivo in-house ad alta concentrazione, per la parte superiore 

dell’intervallo di misurazione da 50-100 IU/mL  
Colonna 7-12: Sieri da saggiare 

Piastre seguenti  
Lo standard positivo a bassa concentrazione e il controllo negativo sono sostituiti con i sieri da 
saggiare. 

 
Commento: 
a) Se ci sono due sieri accoppiati di un individuo, questi devono essere saggiati nella stessa piastra. 
b) Per ciascuna piastra va fatta una nuova serie indipendente di diluizioni dei sieri di controllo. La 

ragione è che i controlli sono utilizzati per calcolare il coefficiente di variazione (CV) tra le piastre 
e tra giorni. 
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3. Aggiunta di sieri da saggiare 

Mettere le piastre, le soluzioni e sieri a temperatura ambiente. 
Preparare una diluizione iniziale di 1 + 59 per ciascun siero. Questo può essere fatto manualmente o in 

un robot. 
Manuale: 
Mettere 11 tubi Cluster 1,2 mL (Costar, n. 4401, Euroclone) in un rack (11 tubi corrispondenti alle 11 

colonne da 2 a 12 dove verranno aggiunti i campioni). Aggiungere ad ogni tubo 590 microlitri di tampone 
di incubazione e 10 µL di campioni secondo il protocollo stabilito per le colonne da 2-11. 

Lavare le piastre quattro volte con tampone di lavaggio. 
Girare le piastre su asciugamani di carta assorbente puliti per rimuovere tutto il tampone di lavaggio. 
Aggiungere 100 µL di tampone di incubazione in ogni pozzetto della piastra (no nella colonna 1 e 

nella fila A). 
Mescolare e trasferire da ogni microtubo 100 µL del siero diluito alla piastra riga A + B/colonna 2-12 

(no nella colonna 1). 
Effettuare diluizioni a raddoppio (1:2) nella piastra utilizzando una pipetta multicanale: Mescolare il 

contenuto della riga B e trasferire 100 µL alla riga C e così via fino alla riga H; eliminare 100 µL dalla 
fila H. 

Sigillare e incubare a 28°C per due ore. 
Un robot può diluire i sieri e il trasferimento dei volumi della micropiastra. 

4. Aggiunta di coniugato 

Diluire il coniugato in tampone di incubazione per la diluizione di lavoro definita prima dell’uso. 
Lavare le piastre quattro volte in tampone di lavaggio. 
Girare le piastre su asciugamani di carta assorbente assorbenti puliti per rimuovere tutto il tampone di 

lavaggio. 
Aggiungere 100 µL di coniugato diluito ad ogni pozzetto nelle colonne 2-12. 
Sigillare la piastra e incubare a 28°C durante la notte (16-24 ore). 

5. Aggiunta del substrato 

Preparare una soluzione di 1 g/L di p-Nitrofenilfosfato (PNPP) in tampone substrato appena prima 
dell’uso (2 pasticche/10 mL di substrato/piastra). 

Lavare le piastre quattro volte con tampone di lavaggio. 
Girare piatti a testa in giù su asciugamani di carta assorbente puliti per rimuovere tutti i buffer di 

lavaggio. 
Aggiungere 100 µL di soluzione di substrato in tutti i pozzetti della piastra. Annotare il tempo. 
Incubare a temperatura ambiente (20-22°C) al buio per un’ora. Leggere e annotare la temperatura 

nella stanza. 
Aggiungere 50 µL di soluzione di stop (3 mol/L NaOH) a tutti i pozzetti. 

6. Misurazione dell’assorbanza 

Misurare l’assorbanza di un lettore di micropiastre a 405 nm, utilizzando la prima colonna come un 
bianco. Il valore medio del bianco viene quindi sottratto dai valori di assorbanza del campione. 

7. Quantificazione dei risultati 

Le concentrazioni per ogni singolo campione sono calcolate utilizzando il software Microplate 
Manager, ver 2.2, Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 94547). 

La serie di diluizioni dello standard è usato per fare una curva standard lineare. Tutti i risultati dei 
campioni sono calcolati con l’equazione di regressione dalla curva standard. I risultati, espressi in IU/mL, 
sono trasferiti a un foglio Excel e mediati tenendo conto delle diluizioni effettuate per ogni singolo siero, 
escludendo eventuali valori di assorbanza overflow e/o negative.  

Qualora i sieri siano troppo concentrati e quindi non sia possibile mediare almeno 4 diluizioni del 
siero, lo stesso viene saggiato nuovamente utilizzando una pre-diluizione 1+9 oppure 1+ 29; la pre-
diluizione verrà usata e diluita nella riga A come sopra descritto (10 µL + 590 µL). 
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Risultati sono validi se il CV% è inferiore a 10%. Un CV superiore è consentito se la differenza tra i 
campioni duplicati è inferiore a 0,05 DO (Densità Ottiche). Risultati con valori di DO di cui sopra 2,0 o 
inferiore a 0,02 sono al di fuori della gamma lineare della curva standard e devono essere interpretate 
come “superiore” o “inferiore” ai valori IU/mL corrispondenti dalla curva standard di quella particolare 
piastra. 
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