
INTRODUZIONE 
I micobatteri non tubercolari (MNT), comune-
mente considerati saprofiti ambientali o parassiti
animali, hanno assunto negli ultimi anni un note-
vole rilievo clinico come responsabili di infezioni
anche di estrema gravità in pazienti immunocom-
promessi (8, 9, 12) ed occasionalmente in ospiti
immunocompetenti (17, 18).
I metodi diagnostici tradizionali richiedono tempi
lunghi e forniscono, a volte, risposte limitate sia
per l’affidabilità delle identificazioni, valida solo
per le specie più comuni, sia per la complessa tas-
sonomia in continua evoluzione (13, 26). Ad oggi
sono note circa 130 specie di MNT ed ogni anno
mediamente questa lista viene incrementata di tre
nuove specie (7).
Le metodiche tradizionali di identificazione
vengono generalmente affiancate da saggi mole-
colari commerciali basati sull’uso di sonde geni-
che (AccuProbe, bioMérieux SA, Marcy
l’Etoile, France; GenoType Mycobacteria
CM/AS, Hain, Lifescience, Nehren, Germany;

INNO-LiPA Mycobacteria v2 Amp., Innogenetics,
Technologiepark Gent, Belgium).
Il limite di tali saggi molecolari consiste nella
capacità d’identificare solo le specie più comune-
mente isolate. Perciò risulta necessario introdurre
in ambito diagnostico un saggio che sia in grado
di identificare tutte le specie finora note ed even-
tualmente anche specie non descritte. 
Il sequenziamento del gene codificante per l’RNA
della subunità ribosomale 16S (16S rDNA) risulta
essere un importante mezzo per l’identificazione di
qualsiasi specie batterica (5, 11), compresi i mico-
batteri (25, 27). Il confronto delle sequenze ottenu-
te con sequenze note del gene 16S rDNA permette
di differenziare batteri non solo a livello di genere,
ma anche a livello di specie e di sottospecie (4). 
Il gene 16S rDNA è lungo circa 1550 paia di basi
(bp) ed è composto prevalentemente da regioni
altamente conservate e da due aree ipervariabili A
e B (corrispondenti in Escherichia coli ai nucleo-
tidi in posizione 130-210 e 430-500 rispettiva-
mente) (2, 25). I primers utilizzati per il sequen-
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SUMMARY
Objective. Aim of this study was molecular identification in clinical specimens of NonTuberculous
Mycobacteria (NTM) with commercial methods and automated sequencing.
Materials and methods. Three thousand clinical specimens were analyzed for the isolation of Mycobacteria.
Forty strains of NTM were previously analyzed with GenoType Mycobacteria CM/AS kit and then with partial
16S rDNA sequencing.
Results. 38/40 NMT strains were identified with GenoType Mycobacteria CM/AS kit as: M. gordonae (15), M.
intracellulare (8), M. xenopi (8), M. mucogenicum (2), M. kansasii (2), M. chelonae (1), M. avium (1), M. lentiflavum (1).
Two unidentified strains were subjected to 16S rDNA sequencing and were identified as M. kumamotonense.
Conclusions. Partial 16SrDNA sequencing is a valid assay to study NTM strains unidentified with commercial assays.
This new approach, applied to clinical diagnostic, also permits the recognition of unusual strains or new species.
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ziamento sono complementari alle regioni conser-
vate dell’estremità 5’ e 3’ dell’intero gene o, in
alternativa, complementari agli estremi delle
prime 540 basi del gene; la sequenza delle regioni
variabili viene utilizzata per la tassonomia compa-
rativa (3, 19). La scelta di sequenziare le prime
540 bp o l’intero gene dipende dallo scopo della
ricerca. Di solito si sequenzia l’intero gene per
riuscire a distinguere tra loro ceppi molto partico-
lari o per riuscire ad identificare delle nuove spe-
cie (23, 24); comunque il sequenziamento delle
prime 500 bp è in genere sufficiente per un’ade-
guata identificazione degli isolati batterici di ori-
gine clinica in virtù della ipervariabilità della
regione analizzata (4, 14). 
Nel nostro studio 40 ceppi di micobatteri non
tubercolari, isolati con le metodiche tradizionali,
sono stati analizzati mediante il test molecolare
GenoType Mycobacteria CM/AS.
I ceppi non identificati con il GenoType
Mycobacteria CM/AS sono stati sottoposti a sequen-
ziamento delle prime 523 bp del gene 16S rDNA.

MATERIALI E METODI 
Nel 2006, presso la Struttura Complessa di
Microbiologia e Virologia del Policlinico di
Modena, sono stati analizzati 3000 campioni cli-
nici per la ricerca di micobatteri di cui 40 ceppi
sono risultati essere  MNT. Tutti i 40 campioni cli-
nici, provenienti ciascuno da un singolo paziente,
erano negativi all’esame microscopico per la
ricerca di batteri alcool-acido resistenti; di questi,
18 (11 espettorati; 7 lavaggi broncoalveolari) sono
stati testati con il saggio Amplified
Mycobacterium tuberculosis direct test (Gen-
Probe -BioMérieux SA, Marcy l’Etoile, France)
su richiesta clinica, risultando tutti negativi. Tutti
i 40 ceppi isolati sono stati sottoposti allo stesso
saggio con esito negativo.
I ceppi di MNT provenivano per il 75% da pazien-
ti di sesso maschile (30/40) e per il 25% da
pazienti di sesso femminile (10/40), con una netta
prevalenza di isolamenti da materiali respiratori
(bronco-aspirati e lavaggi bronco-alveolari;
37/40) rispetto a materiali provenienti da altri
distretti (urine: 2/40; essudati:1/40). Trentotto su
40 pazienti erano negativi per il test dell’HIV; 11
su 40 erano gli immunodepressi di cui 2 positivi
per il test dell’HIV.
Su questi 40 ceppi di MNT si è proceduto alla
genotipizzazione previa estrazione dell’acido
nucleico da coltura.

Genotipizzazione
Ibridazione Inversa 
I ceppi di MNT sono stati analizzati con un meto-
do molecolare di genotipizzazione per l’identifi-

cazione di specie, previa estrazione degli acidi
nucleici totali secondo le indicazioni del kit
Genotype Mycobacterium CM/AS (20).

Sequenziamento
Il DNA estratto è stato sottoposto a sequenziamento
della regione 5’ terminale del gene 16Sr DNA, pre-
via amplificazione tramite reazione a catena della
polimerasi (PCR). I primers utilizzati per la PCR,
disegnati utilizzando il software Primer3 (22): FW
(nt 15-35) GATCATGGCTCAGATTGAACG, Rv
(nt537-520) CGTATTACCGCGGCTGCT, comple-
mentari alle regioni conservate del gene, generano
un frammento di 523 bp.
La reazione di amplificazione era costituita da 50
ng del DNA estratto, 250 µmol di ciascuna base,
50pmoli di ciascun primer, 2,5 U AmpliTaq Gold
Polymerase (Applied Biosystem, Foster City, CA)
in un volume finale di 50 µl. I campioni venivano
sottoposti a 35 cicli di amplificazione, previa
denaturazione a 94°C per 6 minuti, secondo lo
schema: 94°C per 30secondi, 55°C per 30 secon-
di, 72°C per 60 secondi. Al termine veniva fatta
una estensione a 72°C per 10 minuti. 
Il prodotto di amplificazione era controllato su gel
d’agarosio all’1.5%, purificato mediante kit com-
merciale (QiaQuick PCR purification kit, Qiagen,
Milano, Italia) e quantizzato utilizzando una curva
standard di DNA a concentrazione nota (pGEM
linearizzato [10 ng/ml]). In seguito si procedeva
alla reazione di cycle sequencing bidirezionale
usando il Big-dye terminator Kit (Applied
Biosystem, Foster City, CA). La reazione era effet-
tuata in un volume totale di 20 µl contenenti 4 µl
di BigDye® Terminator v1.1 Ready Reaction Mix
, 3.2 pmol di primer e DNA nella quantità di 10 ng
ogni 100 bp sequenziate. La reazione di sequenzia-
mento veniva condotta utilizzando gli stessi pri-
mers usati per la PCR per 25 cicli con denaturazio-
ne a 96°C per 10 secondi, annealing a 50°C per 5
secondi ed estensione a 60°C per 1 minuto. I pro-
dotti erano, infine, purificati con colonne Centri
sep (Princeton Separations), sottoposti ad elettro-
foresi capillare su sequenziatore automatico a fluo-
rescenza ABI PRISM 310 Genetic analyzer
(Applied Biosystem, Foster City, CA). Le sequen-
ze senso e antisenso ottenute venivano analizzate
con un software di allineamento (Autoassembler,
Applied Biosystem, Foster City, CA), ottenendo
una sequenza consenso. Tale consenso veniva
inserito nel database GenBank per il confronto con
le sequenze del gene 16S rDNA già ufficialmente
accertate (software BLAST) al fine di ottenere
l’identificazione di specie.

RISULTATI 
I 40 ceppi di MNT, provenienti dai 3000 campio-
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ni clinici sottoposti alla ricerca di micobatteri,
sono stati isolati da materiali clinici di varia natu-
ra, come descritto in Tabella 1.
Trentotto dei 40 ceppi di MNT (95%) sono stati
identificati con i kit del commercio Genotype
Mycobacterium CM/AS come appartenenti alle
specie riportate in Tabella 2. In particolare il kit
Genotype Mycobacterium CM ha permesso di
identificare 35/40 ceppi delle seguenti specie: M.
gordonae (n° 15 ceppi), M. intracellulare (n° 8
ceppi), M. xenopi (n° 8 ceppi), M. kansasii (n° 2
ceppi), M. chelonae (n° 1 ceppo), M. avium (n° 1
ceppo). I 5/40 ceppi non identificati con il kit
Genotype Mycobacterium CM sono stati saggiati
con il kit Genotype Mycobacterium AS, permet-
tendo di identificare 3/5 ceppi di cui M. mucoge-
nicum (n° 2 ceppi), M. lentiflavum (n° 1 ceppo).
La Figura I riporta i profili delle specie identifica-
te nonchè i profili dei due ceppi risultati indeter-
minati.
Per quanto riguarda la corrispondenza ai criteri
microbiologici di diagnosi delle patologie polmo-
nari da MNT, in 8/40 pazienti i ceppi di MNT
erano stati isolati da almeno un campione di BAL;
tutto ciò depone per una loro significatività clini-
ca rispondente ai criteri dell’American Thoracic
Society (ATS) (10). In particolare i ceppi isolati
da BAL erano M. intracellulare (n° 3 ceppi), M.
xenopi (n° 2 ceppi), M. lentiflavum (n° 1 ceppo),
M. kansasii (n° 1 ceppo), M. gordonae (n° 1
ceppo). Di questi 8 pazienti, 4 erano immunode-
pressi (pazienti nn. 22, 31, 38, 40 della Tabella 1)
e negativi per il test dell’HIV. Nei pazienti n.35,
n.36 e n.39 (Tabella 1) erano state ottenute coltu-
re positive da almeno due differenti campioni di
espettorato. I ceppi isolati erano stati identificati
come M.xenopi. Dei tre pazienti solo il n.39 era
immunodepresso e tutti erano negativi per il test
dell’HIV. 
I due ceppi, isolati dai pazienti n.29 e n.30
(Tabella 1), non identificati con nessuna delle
due metodiche commerciali sopra indicate, sono
stati sequenziati e identificati mediante software
BLAST (Database, Genbank). Entrambi i ceppi
risultavano avere il 99% di similarità di sequen-
za rispetto allo stesso ceppo di riferimento
CST7274 depositato in GenBank, classificato
come Mycobacterium kumamotonense. Le
sequenze ottenute differivano per sole due basi
rispetto al ceppo di riferimento; in particolare in
un ceppo si sono riscontrate le mutazioni G88A
e G464T, mentre nell’altro le mutazioni G88A e
C169T, secondo la numerazione del 16S rDNA
di E. Coli. Per entrambi i ceppi di M. kumamo-
tonense isolati mancava l’aderenza ai criteri di
valutazione della significatività clinica dettati
dall’ATS (10). In particolare per il paziente n.

29 erano state effettuate due colture su espetto-
rato per ricerca di Micobatteri; essendo risultata
positiva la prima coltura, era stato richiesto un
secondo campione di espettorato la cui coltura è
risultata negativa. Al momento della seconda
coltura il paziente riportava di non avere più
disturbi respiratori, senza avere effettuato nes-
suna specifica terapia. Il paziente n. 30 aveva
effettuato un’unica coltura su espettorato, risul-
tata positiva. Entrambi i pazienti non erano
immunodepressi e risultavano negativi per il test
dell’HIV.

Tabella 1. Materiali clinici di isolamento ed identificazio-
ne di 40 ceppi di MNT
Paziente Materiale clinico Micobatteri 

identificati
1 espettorato M. avium
2 espettorato M. chelonae
3 espettorato M. gordonae
4 espettorato M. gordonae
5 espettorato M. gordonae
6 espettorato M. gordonae
7 lavaggio broncoalveolare M. gordonae
8 espettorato M. gordonae
9 liquido pleurico M. gordonae
10 espettorato M. gordonae
11 espettorato M. gordonae
12 espettorato M. gordonae
13 espettorato M. gordonae
14 espettorato M. gordonae
15 espettorato M. gordonae
16 urina M. gordonae
17 espettorato M. gordonae
18 essudato aperto M. intracellulare
19 espettorato M. intracellulare
20 espettorato M. intracellulare
21 lavaggio broncoalveolare M. intracellulare
22 lavaggio broncoalveolare M. intracellulare
23 espettorato M. intracellulare
24 lavaggio broncoalveolare M. intracellulare
25 espettorato M. intracellulare
26 espettorato M. kansasii
27 lavaggio broncoalveolare M. kansasii
28 urina M. kansasii
29 espettorato M. kumamotonense
30 espettorato M. kumamotonense
31 lavaggio broncoalveolare M. lentiflavum
32 espettorato M. mucogenicum
33 espettorato M. mucogenicum
34 essudato bronchiale M. xenopi
35 espettorato M. xenopi
36 espettorato M. xenopi
37 espettorato M. xenopi
38 lavaggio broncoalveolare M. xenopi
39 espettorato M. xenopi
40 lavaggio broncoalveolare M. xenopi
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Tabella 2. Risultati della genotipizzazione di 40 ceppi di
MNT ottenuti mediante Genotype Mycobacterium CM/AS
Specie Numero Numero
identificate di ceppi di ceppi
con Genotype identificati identificati
Mycobacterium con Genotype con Genotype
CM/AS Mycobacterium Mycobacterium

CM AS
M. gordonae 15 -
M. intracellulare 8 -
M. xenopi 8 -
M. mucogenicum - 2
M. kansasii 2 -
M. chelonae 1 -
M. avium 1 -
M. lentiflavum - 1
Totale
ceppi identificati 35/40 3/5
Totale ceppi 
non identificati 5/40 2/5

DISCUSSIONE
La tassonomia dei MNT è in continua evoluzione e
non ha ancora raggiunto un assetto definitivo a causa
della continua identificazione di nuove specie.
Inoltre il crescente interesse clinico-epidemiologico
per le patologie sostenute da micobatteri non tuber-
colari sta rendendo sempre più urgente il bisogno di
disporre di mezzi diagnostici che consentano
un’identificazione ed una collocazione tassonomica
rapide ed affidabili di questi microrganismi. Infatti è
sempre più frequente l’isolamento di micobatteri
non tubercolari, spesso ambientali, in materiali cli-
nici provenienti per lo più da soggetti immunocom-
promessi (1, 28).  La classificazione dei MNT, basa-
ta fino agli anni ’80 esclusivamente sui caratteri
fenotipici, negli ultimi 15 anni si è basata principal-
mente sui caratteri genotipici. Questo ha permesso
la messa a punto e la commercializzazione di meto-
di di identificazione molecolare, attualmente abba-

stanza diffusi. I metodi molecolari del commercio,
però, per quanto altamente sensibili e specifici, non
sono in grado di tipizzare tutte le specie descritte,
ma solo 22 con INNO-LiPA Mycobacterium V2 e
32 con GenoType Mycobacteria CM/AS delle spe-
cie di MNT più frequentemente isolate nei campio-
ni clinici. Per superare questo limite si può ricorre-
re al sequenziamento di particolari geni, che sono i
target ideali per studi tassonomici, ma che possono
essere estremamente utili anche in ambito diagno-
stico. I principali geni utilizzati per l’identificazione
batterica tramite il sequenziamento sono: 16S
rDNA, 23S rDNA, hsp65, Internal Transcribed
Spacer (ITS), rpoB, gyrB.
Oggetto del nostro interesse è stato il gene 16S
rDNA, target principe per la tassonomia molecolare
dei micobatteri (6,21) e per l’identificazione di iso-
lati clinici di MNT (13). Il sequenziamento del gene
16S rDNA, per il quale si dispone di una vasta mole
di informazioni presenti nei databases pubblici
(GenBank, RIDOM, RDP), permette di identificare
le specie di MNT isolate per confronto con sequen-
ze già ufficialmente accertate (10) e permette di
definire una nuova specie con una differenza nella
sequenza anche solo dell’1% (16, 25).
Nel nostro studio il sequenziamento della regione
5’terminale del gene 16S rDNA ha permesso di
identificare come M. kumamotonense i due isolati
non altrimenti identificabili con la diagnostica
molecolare del commercio. L’identificazione di M.
kumamotonense rappresenta un dato di estremo
interesse poiché si tratta di una specie di recente
classificazione e di cui non è stato ancora ampia-
mente indagata l’importanza clinica. Isolato per la
prima volta in Giappone nel 2001 dal gruppo di
Masaki della Gifu School of Medicine, deve il suo
nome al distretto di Kumamoto, luogo di provenien-
za della paziente. Le caratteristiche fenotipiche e
filogenetihe collocano M. kumamotonense nel M.
terrae complex (15). In conclusione, l’analisi di
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CC: controllo del coniugato, UC: controllo universale, GC: controllo del genere.
Ceppi identificati con CM: 1 M. gordonae (ceppo 3), 2 M. intracellulare (ceppo 19), 3 M. xenopi (ceppo 35), 5 M.
kansasii (ceppo 26), 6 M. chelonae (ceppo 2), 7 M. avium ssp (ceppo 1). Ceppi identificati con AS: 4 M. mucogeni-
cum (ceppo 32), 8 M. lentiflavum (ceppo 31). Ceppi non identificati con CM: 9, 11 (rispettivamente ceppo 29 e
ceppo 30) e con AS: 10, 12 (rispettivamente ceppo 29 e ceppo 30).

Figura I. Specie di micobatteri non tubercolari evidenziate con i kit GenoType Mycobacteria CM/AS



sequenza della regione 5’terminale del gene 16S
rDNA, che comprende le due regioni ipervariabili A
e B, ha consentito di identificare una specie di MNT
inusuale e di recente classificazione. Il sequenzia-
mento della regione A è di solito sufficiente per rico-
noscere la maggior parte delle specie di MNT, ma è
necessario analizzare anche la regione B per l’iden-
tificazione di specie non descritte o per quelle spe-
cie non differenziabili con il sequenziamento della
sola regione A (10, 25). Anche l’intera sequenza del
16S rDNA può non essere sufficiente a differenzia-
re alcune specie strettamente correlate quali: M.
kansasii /M. gastrii, M. ulcerans/ M. marinum, M.
chelonae/M. abscessus, M. avium intracellulare/M.
paratuberculosis. In considerazione di ciò, in
affiancamento ai metodi tradizionali dovrebbero
essere analizzati altri targets genetici per una più
ampia possibilità di identificazione di MNT in
ambito diagnostico; in particolare hsp65 e rpoB
risultano utili per l’identificazione di micobatteri a
rapida crescita mentre si può ricorrere a ITS e gyrB
per i micobatteri a lenta crescita (29).
Per tali ragioni nel prossimo futuro intendiamo
estendere l’analisi ai target diagnostici suddetti, al
fine di aumentare la possibilità di identificazione di
tutte le specie di micobatteri non tubercolari finora
descritte nonchè di specie nuove o inusuali.
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