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Diagnostica virologica

A La diagnosi di laboratorio testimonia
f QAYVFSITI A2YS O0AY O2NA:?
un determinato virus

I Utllizza per definizione metogpecifici
[ Q284 SNl | A2 ynBicatRiSIA & 2 t 7
dzy QA v F S| rore sigfificazaggitngefe una
diagnosi di laboratorio
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smentire mediante approcci specifici



Virologia

MICROSCOPIA OTT



Microscopia ottica: evidenza suggestiva ma nor
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Corpi del Negri in cellule infettate con virus della Rabbi:




evidenza suggestiva ma nor

Microscopia ottica

Identificazione conclusiva

Tessuto polmonare (EE). Cellule giganti con inclusioni
intranucleari da infezione daMV.



Microscopia ottica: evidenza suggestiva ma nor
identificazione concluswa
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Pap stain di epitelio ’ ' citoplasmatiche da virus del
cervicovaginale (HPV) mollusco contagioso
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Virologia

MICROSCOPIA
ELETTRONICA



Microscopia elettronica

Plant Animal Bacteria Poxvirus Viruses Proteins Small Atoms

cells cells l Ribosomes molecules
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Light microscope
Electron microscope
X ray
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Microscopia elettronica




Microscopia elettronica
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Microscopia elettronica

Negative staining




Microscopia elettronica

Adenovirus Rotavirus



Microscopia elettronica

Astrovirus



Microscopia elettronica

SARS
Coronavirus



Microscopia elettronica

Influenza A
Virus



Microscopia elettronica

Molluscum
contagiosum
Virus



Esame diretto del campione
Microscopia elettronica

A Solitamentesi utilizzano ingrandimenti 50.0@0
100.000x

A Applicatasu alcunicampioni, es.
I Fecl
A Rotavirus Adenovirus
A Norwalklike virus
A Astrovirus Calicivirus
I Liquido vescicolare
AHSV, VZV
| Blopsiecutanee
A Papillomavirus
A Virusdel Mollusco Contagioso



Problemi della microscopia elettronica

A Costi di attrezzatura e manutenzione
A Notevole esperienza richiesta

A Scarsa sensibilita

I Ingrandimento estremamente elevato
AAliguota di campione esaminato estremamente ridotta
T9Q ySOSaalNA2 OKS S LI NIAOS
(sono necessari in genere almeno®\rioni perml)



Immunoelettronmicroscopia (IEM)

A Aumenta sensibilitd e specificita della microscopia
elettronica utilizzando anticor@pecifici
(identificazione conclusiva)

A Due varianti
I ClassicdEM)
Al campione e trattato con un antisiero prima di allestire il A
LINB LI NJ G2 LISNIftQ2aaSNDBI I AZ2Y SO
dagli anticorpi e la loro aggregazione e piu facilmente visibile.
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particelle virali.



Immunoelettronmicroscopia (IEM)

9 Con anticorpi
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Immunoelettronmicroscopigufasesolida

Typical field of negatively stained human rotavirus, trapped on a grid coated with
protein A and rotavirus antiserum. Note the even distribution of virus particles and the
absence of virus aggregates. Bar, 200 nm.



Le due modalita di diagnostica in virologia

A DIRETTANdividuazione di unspecificovirus o di sue
specifichecomponents
I Coltivazione del virus (DIRETUBLTURAIHSOLAMENTO

I Individuazione direttamente nel materiale patologico, evitando
coltivazione (DIRETTMOLECOLARE

A INDIRETTASIEROLOGICBimostrazione di infezione
mediante documentazione dellg risposta immunologica
specificaR St f Q2 A LIA 0 S

I Individuazione di anticorpi specifici nel siero o plasma (possibili
appllca2|on| anche su saliva, CSF e urina)

i [Q)\yR)\Q)\RdzI ITA2yS RA OSf fdz S ¢
applicazioni in campo di ricerca ma non in campo diagnostico



Virologia

SIEROLOGIA



Interazione antigen&nticorpo

A Chiaveserratura vs. ghakinghands>

A Legami non covalenti

| Legami a idrogeno
| Forze elettrostatiche
| Forse di Vanler Waals
I Legami idrofobici

A Legami multipli

A Reversibilita




Interazione antigen&nticorpo

High Affinity

Ab

Low Affinity
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Interazione antigen&nticorpo

Cross reactions

Anti-A Anti-A Anti-A
Ab Ab Ab
Ag A Ag B Ag C

Shared epitope Similar epitope

A Antigeni diversi possono condivideggitopi simili 0 anche identici

A Da cio deriva larossreattivita fra anticorpi )
[ QLY OGAISYS | aldAY2ft | -AtherichhBstodal A
I YVOKS f{ QeEpyfapoidaribigb S affinita @levata) ) e €ptopo
simile = affinita ridotta)



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi)

A Principio della metodologia
ITLYFSTA2YyS ™ FyidAO2NLIA
I Con un preparato di antigeni di riferimento posso
dimostrare la presenza di anticorpi

A Siero o plasma
A Liquido cerebrospinale (liquor)
A Saliva, urina in alcuni casi

A Molti formati disponibili
I Oggi quasi tutti sistemmmunoenzimatici
A Forte automazione
I Uso molto esteso (es. controllo donatori sangue)



Reazionsierologiche in diagnostica virologica

A EnzymdinkedimmunosorbentassayELISA) o
enzymeimmunoassayElA)

A Emoagglutinazione agglutinazione passiva

A Fissazione del complemento

A Immunofluorescenza

AbSdziNF EATTIT A2yS RSffQ

A Applicabili in due direzioni
i/ SNO2 QI yiAO2NLER 06a
i/ SNO2 QI yiA3ISYS o6as




Procedura

1. Fissare nei pozzetti di una
piastra per microtitolazione
una preparazione di
antigene derivato dalla lisi
dei virioni di HIV (%)

2. Aggiungere il siero
del paziente. Gli anticorpi
specifici per I’'HIV si legano
agli antigeni immobilizzati
nel pozzetto.
Anticorpi diretti contro altri
antigeni non si legano

3. Lavare con soluzione
tampone

4. Aggiungere anticorpi
anti-lgG umani coniugati
con I'enzima (Ei E)

5. Lavare con soluzione
tampone

6. Aggiungere il substrato
dell’enzima e misurare
la quantita di colore
prodotto (@ ).

Risultato
Prodotto colorato

Quantificazione

La quantita di colore
prodotto e proporzionale alla
concentrazione di anticorpi

Test positivo
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Superficie
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Test negativo
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Anticorpo

Individuazioneanticorpi
mediante sistema
Immunoenzimatico (EIA)



Individuazionenticorpi mediante sistema immunoenzimatico
(EIA)
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WesternBlot per la ricerca di anticorpi

A Gli antigeni virali sono separati in base al peso molecolare mediante elettroforesi
adsorbiti su una membrana

A 1l contatto fra membrana e siero del paziente immobilizza gli anticorpi contro gli
specifici antigeni nella loro localizzazione

A 9Q dzy GS&aid LIAG &ALISOAFAO2 NRaLsSGaGz2 | f
totale)

Detection signal (colorimetric or chemiluminescent

Enzyme covalenty e :
Attached to 2° antibody R nzyme substrate

secondary antibody
against primary

anti-target / antibody

protein

antibody(lgG) ~ Ty l

(primary antibody)

/

membrane blot

Target protein



WesternBlot per la ricerca di anticorpi

@ Georges Dolisi

Protéines

E) du VIH

gp160 | —pﬁ
gp120 — — @

PED | — O

{ p24 W ——0

@ VIH

Sens de la . Bandelette de Westemn blot positif
migration nitrocellulose




WesternBlot per la ricerca di anticorpi
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Individuazione anticorpi mediante inibizione
R SédmbagglutinaziongemoagglutinoinibiziongHAI)

..+Q{:} 7“'1-
@ ™ v

(b) Red blood cells Measles viruses Antiviral measles
antibody from serum

@
® ¥

Measles viruses neutralized
and hemagglutination inhibited

7i®

Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo, Rosolia) hanno proteine di superficie che si legano alla memb
dei globuli rossi di varie specie. La presenza di anticorpi sierici nei confronti di questi virus puo es:
YSaal Ay SOARSYI I YSRAIFIYGS AYAOAI A2yS RSfEf



Individuazione anticorpi mediante inibizione
R Sedmba@glutinazionéemoagglutinoinibiziongHAI)
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Virus

Globulirossi  emoagglutinante Siero

(es. rosolia) ~ Pazlente < )




Individuazioneanticorpi medianteagglutinazione
particelle lattice (agglutinazione passiva)

Anticorpi antt
virus del

Agglutinazione

delle particelle di

Antigeni virali gampione lattice
adsorbiti sulle .
particelle di . . - i .
lattice T .

A Ricerco gli anticorpi antiirus nel campione

A Utilizzo particelle di lattice sensibilizzate con gli antigeni di
guel virus



Interazione antigen&nticorpo

Cﬁ\@@/@ ‘Y@‘@Y
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Ab excess Ag excess

}OM?M}%
fhed, o
el

Equivalence i Lattice formation

A La possibilita di
evidenziare la
reazione AeADb
nelle reazioni di
agglutinazione
dipende dalla
formazione di un
aggregato (lattice)



Individuazione anticorpi mediante fissazione del
complemento (CF)

Il Complemento si fissa al complesso antiganécorpo e se questo e sulla membrana della cellula
innesca una reazione a cascata che lisa la cellula stessa

Test serum
Antigen /_ r \y /&
i’ ‘ /4 ‘0 Indicator
Y /& cells and
& Antigen ( ! {/\3 Complement anti-erythrocyte
(r antibody
— 7 Wi m / o - op
| 8 8 §
4 4 8
i g
IL LIl ) A
S - & 4
3 In 2 (
| ' [1_[‘ -
No immune Immune Free Y ¢ Fixed Indicator cell No cell
complexes .| complexes complement = 7| complement lysis (negative lysis (positive
g . ot test) test)

(a) (b) (c)

Il test valuta la presenza di anticorpi nel siero del paziente in base alla sottrazione del complement
O2yasS3adzsSyiT I RStftlF F2NXITA2yS RStfQAYYdzy202VYL
Il complemento non sottratto (reazione negativa) lisa i globuli rossi del sistema di rivelazione comp

da globuli rossi e anticorpi argiobuli rossi.



Individuazione anticorpi mediante fissazione del
complemento (CF)

. . 4§§ )
=I5 del_ paziente Anticorpi antiglobuli rossi C ‘!’dc
senza anticorpi anti }.
virus Globulirossi - q
C

Complemento

Ay
No lisi ( @

A\
-~

Siero del paziente
con anticorpi ant
VIrus




Immunofluorescenza per individuazione
anticorpl

- anti-human IgM / lgG / IgA

Test serum

Viral antigen / Virus infected cells
(Control antigen / Uninfected cells

A Utilizzo cellule infette adese su un vetrino
A Metto il siero delpaziente a contatto con il vetrino

A Metto un Ab antilg umane fluorescente

I Posso usare un Ab amgiGo anti-lgM o antirlgAse voglio individuare anticorpi
di una specifica classe

A Osservo al microscopio a fluorescenza
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Virus binds to receptors
on cell surface

Receptor-mediated
endocytosis of virus

Acidification of endosome
after endocytosis triggers
fusion of virus with cell
and entry of viral DNA

Antibody blocks binding
to virus receptor and can
also block fusion event

A Titolazione anticorpneutralizzanti norpit usata a fini

diagnostici

A Gli anticorpi neutralizzanti esprimano la capacita di

of 2001

NI

f QAVFSI A2YS Ay

p

'|' Usata per valutare efficacia vaccinazione in alcuni casi (es
anti-polio in bambini da adozione internazionale)



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi)

Criteri per la diagnosi @nfezioneprimaria
I Aumento di almeno 4 volte del titolanticorpale analizzandsiero acuto e convalescente
I Sieroconversione (passaggio da negativo a positivo)
I Presenzali IgM (ma possibile anche in riattivazione)
I Il rilevamento di un singoltitolo elevato dianticorpi € suggestivo ma non sufficiente

Criteri per la diagnosi difezione pregressa
I Presenza di anticorpi (sufficiente un singolo siero, memoria immunologica)

I Perivirus persistenti la presenza di anticorpi significa infezione acquisita in epoca non
precisabile e presenza del virus (es. HSV, CMV, HIV)

I Perivirus non persistenti la presenza di anticsignifica infezione acquisita in epoca non
precisabile

Criteriper la diagnosi dieinfezione(nuova infezione da parte di virus della stessa
specie) aiattivazione(nuova replicazione da parte di virus rimasto latente dopo
f QAYVFST A2YS LINAYEF NRAF O

I Devepre-esistere la dimostrazione di una precedente sieropositivita

Puo essere rilevato un aumento diblo anticorpale

Puo essere rilevata la presenzdgivl

|
[
.
I La diagnosi sierologica di reinfezione o riattivazione € sempre difficile da conseguire



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi)

Viraemia
< >
IgG
Virus isolation e
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IgM

// Secondary infection

Primary infection

Onset of symptoms



Diagnosi di infezione acuta mediante fissazione del
complemento (CF)

Il Complemento si fissa al complesso antiganécorpo e se questo e sulla membrana della cellula
innesca una reazione a cascata che lisa la cellula stessa

1/4 1/8 1/16 1/32

Siero acuto

Siero
convalescente

Aumento del titolo anticorpale di 4 volte (da 1/4 a 1/16): diagnosi di infezione acuta

LelgM hanno grande capacita di fissazione del complemento per cui il test & particolarmente
sensibile nella diagnosi di infezione acuta, pur non distinguég@da lgM



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi)

Distribution IgM | IgD | 1gG1| IgG2| IgG3| IgG4| IgA | IgE
Transport across epithelium|| + - - - - - - -
Transport across placenta - - . + ++ +f- - -
Diffusion into
extravascular sites H= || - - . . - Wvﬂl +
Mean serum level (mgml™) || 15 ||| .04 ||| 9 3 1 0.5 || 21 |||axt0®

A LeIngassano la placenta
[ QA V RA @A R tigbnel hedna defva tal pfassaggio dede

materne (immunita passiva)

A LeIgM non passano la placenta
[ QA Y RA @A R btV delingoyiaho & mdide ti Hifezione

Intrauterina




EIA per individuazionigM

A Falsi positivi dovuti a fattoreeumatoide
I Assorbimento siero mediante preparamG

A Falsi negativi dovuti a eccesgyts
faSU2R2 LINBTFSNRG2 &l O I



EIA per individuazionigM

IgG A A A i

RF is IgM Ab directed to human IgG
-

_Ad
.

wash | FALSE
AL T

Anti -IgM Conjugate Applied



EIA per individuazionigM

Early conva lescence mm) high levels of IgG

Anti -IgM Conjugate Applied



EIA per individuazionigM

IgM

antigen Anti- Ag

conjugate »
W =¥




Test di avidita degli anticorpi

Al QlF olelRI§GEL o6 & &t
(maturazione) in seguito

VSt QAYTFST A2y S

A IndividuaziondgGa bassa affinita & indicazioneidfezione

primaria

I Es. applicazione: rosolia in gravidanza

low-avidity
1gG
+urea

-

> destroyed
bond
shz,

virus antigen ﬁ

Low-avidity IgG antibodies IFA

without urea with urea

low-avidity IgG

high-avidity 1gG




Anticorpli nel liguido cerebrospinale (CSF)

A CSF utilizzato per la diagnosi di infezioni virali del CNS (es. HSV)
I | titoli anticorpali nel CSF sono comunque bassi (11000 rispetto al
siero), si impiegano in genere saggi EIA
I Virus tipici agenti di infezione del SNC (es. RaBomayavirug: la presenza di
anticorpi nel CSF ha valore diagnostico

I Mirus agenti occasionali di infezione del SNC (es. HSV, CMV, VZV): e necess:
valutare il rapporto fra anticorpi sierici e anticorpi Ilquorall p0|che una barriera
emato-encefalica danneggiata puo lasciar passare anticorpi sierici:

I Se questo e >1.5 si ha evidenza di produzione locale di anticorpi e quindi
diagnosi di infezione nel SNC

A In alcune malattie & presente una sintesi policlonale di anticorpi a livello
SNC (es. sclerosi multipla)

I Possibilita di falsi positivi nella ricerca di anticorpi specifici



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi)

A Limitazioni in virologia

TempoLINR f dzy 31 12 LISNJ f QSal YS 0O2 YL
convalescente nella diagnosi di infezione primaria

A Diagnosi retrospettiva, valore epidemiologico piu che di gestione del singolo
paziente

Virus persistenti ubiquitari (es. herpesvirus)
A{AIYAFTFAOLIG2 RSIEA I YIGAO2NLIA | f RA ¥
InterpretazionelgM
A Infezione acuta, reinfezione, riattivazione infezione latente
Falsi negativi
A Periodo finestra (tempo di comparsa anticorpi: da 2 settimane a 2 mesi)
A Pazientimmunocompromessi
Falsi positivi
A Crossreattivita fra virus correlati (es. HS\Ve HS\2, HIVA1 e HIV2)
A Pazienticon mononucleosi o disordiautoimmuni
A Pazienti trasfusi

A Sistemi ad alta sensibilita possono perdere specificita (es. controllo donatori
sangue per HIV, HCV, HBV)



Virologia

DIRETTA COLTUR



Diagnostica diretta colturale

A Amplifico il virus coltivandolo e poi lo
identifico

A Impiego uno o piu sistemi cellulari che
supportano la replica del virus che cerco nel

materiale patologico (cellule sensibili e
permissive)

| Inocu
I Inocu
I Inocu

azione in animale
azione in uova embrionate di pollo
azione In coltura cellulare



Inoculazione animale di laboratorio

A Impiegato in passato per dimostrare la
presenza di virus patogeni non coltivablli in
coltura

I Es.Coxsackieviru&\ e B inducono paralisi flaccida
e spastica in topo neonato

A Non pill impiegato per fini diagnostici
A Impiego solo come modelli animali in studi
patogenesi 0 vaccino

' o
Y



Inoculazione in uova embrionate di pollo

Herpes simplex virus
Chorioallantoic membrane inoculation| Poxvirus

Amniotic cavity

SheII /’::"'—““ \/Shzlllr r::cmbrane
Albumln< = _ \\/

Influenza virus
Mumps virus

Amniotic inoculation

Yolk sac inoculation | Herpes simplex virus

A“?"'w'c Allantoic inoculation
cavity Influenza virus
Yolk sac . . Mumps virus
Chorioallantoic Newcastle disease virus
membrane

A Non pill impiegato per fini diagnostici
A Impiegato ancora per produzione vaccino influenzale



Inoculazione In colture cellulari

\ 4

Al Qdzy AO2 araidasSyYyl RA Ozf
uso a fini diagnostici (isolamento)

A Le colture cellulari sono usate in molti altri
settori della medicina

I Es. valutazione tossicita dei farmaci



Inoculazione In colture cellulari

A Tipologie di colture cellulari
I Primarie
ADirettamenteRS NA gl S RI t GSaadziz
provenienza
A Sopravvivenza limitata

I Semicontinue
A Capactli un numero limitato ddivisioni (es. 5®0)
A Diploidi

I Continue (linee stabilizzate
A Immortalizzate

A Derivate da trasformazione in vitro o da tumori
A Aneuploidi



Coltura primaria di cellule di rene di scimmia

\




Coltura primaria di cellule di rene di scimmia




Colture cellulari

A Cellule immerse in terreno di coltura
I Glucosio

Fattori di crescita (siero fetale bovino)
Aminoacidi

Vitamine

Sistema tampone e indicatore pH

Sali



Colture cellulari

Cellule in sospensione

Cellule aderenti al substrato solidp




Colture cellulari

A Divisione cellulare in condizioni ottimali ogni

24-48 ore

I Il terreno di coltura viene consumato e deve
essere periodicamente sostituito

I Lo spazio a disposizione si satura, € necessario
sub-coltivare (trasferire una parte) ognt£2giorni.
ALe cellule in sospensione sono direttamente diluite in
nuovo terreno di coltura

ALe cellule aderenti devono essere rimosse dal substratc
solido con enzimi proteolitici (tripsina) e chelanti del
Cat++ (EDTA)



Mantenimento colture cellulari

e J =T

After subculture, cells are
gparsely attached to the

cell culture flaskiplate gaps of the plate, and reach

confluency. Atthis stage, they need

P ;

After a few hours-days (depending
on the cell line), cells grow into the

to be split.
P S P .|h e ——1 e —1
After trypsinization, most of After subculiure, most of the cells

f poa

Additon of trypsin to the
plate after washing away
the serum digests away the
protein-cell contacts allowang
the cells to break away from
their contacts,

the cells are removed from contact  are removed and either discarded,
with the plate, and are floating or added to other flasks. Fresh Fetal

Bovine Serum (FES) and media

15 added.



Isolamento virale In coltura cellulare

A 1l virus che cerco deve indurre qualche effetto
visibile o comunque individuabile in coltura
I Alterazioni morfologiche visibili con microscopia ottica
(effetto citopatico, CPE
A Non é specifico della singola specie virale

I Espressione antigeni virali rivelabili tramite anticorpi

I Produzione acidi nucleici virali rivelabili tramite sonde
di DNA/RNA

I Interferenza verso altre infezioni (valore storico, non
pilU IN USO)
Al virus della rosolia (CPE non visibile) blocca la replica di
Echovirusll (CPE visibile)



Effetto citopatico

Add sample containing virus

Cell monolayer

Virus grows in cells for a variable time

Cytopathic effect of
the growing virus -
e.g. increased

! size and detachment

T e——




topatico

Effetto c
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broblasti
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Virus emoagglutinanti

»
= i
L/ (O
8
7
(a) Red blood cells Measles viruses Hemagglutination

Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo, Rosolia) hanno proteine di superficie che si legano alla memb
dei globuli rossi di varie specie. Il contatto fra sovranatante della coltura infetta e globuli rossi ne
RSUSNNYAYF tQF3FtdziAYyIl T AZ2YS®



Virus emoagglutinanti

Influenza virus on fowl erythrocytes, x 6250 Clinical Virology, Swain & Dodds, 1967



Virus emoagglutinanti

Reciprocal serum dilution

Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo,
Rosolia) hanno proteine di superficie che s
legano alla membrana dei globuli rossi di
varie specie. Il contatto fra sovranatante
della coltura infetta e globuli rossi ne

RSGSNXYAYLF fQF 33f

Well number

Utilizzando diluizioni scalari del
sovranatante € possibile quantificare il
virus prodotto dalla coltura.

Agglutinated mat Nonagglutinated
pellet



Virus emoagglutinanti
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Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo, Rosolia) hanno proteine di superficie che si legano alla memb
R S D |



ldentificazione virus isolato Iin coltura

Direct

Fluorescein-labeled

antibody /
" Antigen fixed
/to slide
e

Indirect

A Antigen fixed
/to slide

Fluorescein-labeled
/ anti-immunoglobulin

Fixed Antigen-antibody complex
antibody

(b) (d)

Direct and Indirect Immunofluorescence. (a)ln the direct fluoreseaibbody (DFA) technique, trepecimen containingntigen is fixed to
a slide. Fluorescently labeled antibodies that recognize the antigen are then added, and the speeixaemngd witha fluorescence

microscope foiellow-green fluorescence.(b)The indirect fluorescantibody technique (IFA) detects antigen on a sédetreacts with
an antibody directed against it. The antigantibody complex is located with a fluorescent antibody that recognizes antibqdiéour

infected nuclei in a cytomegalovirus (CMV) positive tissue culture.(d)Several infected cells in a herpes simplex wetspositulture.



Sistemi rapidi di «isolamento» In coltura

A Sistema su shellviab
i [2 aGNBaa YSOOFYyAO0O2 RSttt OSyiN.
fasi di replica del virus

I Utilizzo un anticorpo fluorescente contro una proteina virale precoce
ALYLASAFG2 LISNI/azx> | {+xX LYyFtdzsSyl ! =

Centrifugation

Inoculation
= add o
% —) inoculum
Urine %
specimen

Examination Incubation 36°C
. el el

A RN
== 3 @ 16 hours
1 T 2H2.4, monoclonal antibody to CMV
@Control

Fluorescence @ Control




Do o Do Do I»

Limitazioni diagnostica virologica mediante
ISolamento In coltura

Tempo di osservazione prolungato (in genere 4 settimane)

al yGSYAYSyG2 RSE{QFUGGAGAGL O0A2f 23
I Adeguato prelevamento, stoccaggio e invio del campione

Mancanza sistemi di coltivazione routinari per diversi virus importanti
I Es. HBV, HCV, HPV

Metodiche manuali ed esperienza richiesta

Biosicurezza
I Livello 2 per la maggioranza dei virus isolati di routine (es. HSV, Adenovirus)
I Livello 3 con HIV
I Livello 4 con virus febbri emorragiche e con influenza aviaria HSN1

Uso in diagnostica molto limitato ed in continua diminuzione
I Sostituito da diagnostica molecolare

Sistemi ancora fondamentali per studio e per la caratterizzazione di nuove
varianti o di nuovi virus

I Indispensabili per lo sviluppo di farmaci antivirali



Virologia

DIRETTA ANTIGE



Individuazione diretta antigeni virali nel
materiale patologico

A Immunofluorescenza

I Antigenicellulo-associati
A Es. influenza, HSV

A CMV in leucociti sangue perifericantigenemia: test
fondamentale per monitoraggio trapiantato, oggi in via di
sostituzione con dosaggio CMV DNA

A Saggimunoenzimatici
I Antigeni solubili
A Es. virus SR in campioni pediatrici respiratori
A Agglutinazione lattice
I Particelle virali in alcuni tipi di campioni
A Es.rotavirusin campioni di feci
I Specificita e sensibilita limitate



Individuazione diretta antigeni virali nel
materiale patologico

Campione Yirus rilevato

RSV influenza A e B,

Tamponi o aspirati nasofaringel, lavaggi nasofaringel, e S

aspirati broncoalveolari

adenovirus
Raschiati da cute 0 mucosa Morbillo, HSY, VZV
Raschiati da congluntiva HSV, adenovirus
Feci Rotavirus, adenovirus enterici

Sangue CMV (antigene pp6s), HBY (HBsAg), HIV (antigene p24)



AntigenemiaCMV (immunofluorescenza)

To T T o

Evidenzia la proteina nucleare pp65, soprattutto nei granulociti
Espressione di infezione attiva o riattivazione
Test quantitativo di elezione per il monitoraggio del paziente trapiantato

Oggi in via di sostituzione con quantificazione HIV DNA (automazione e lettura
oggettiva)



Procedura

1. Anticorpi (') contro
il virus (%) immobilizzati
nei pozzetti di una piastra
per microtitolazione

2. Aggiungere il campione
del paziente (secrezioni,
siero ecc.) sospetto
di contenere virus

o antigeni virali, poi lavare

con soluzione tampone

3. Aggiungere anticorpi
specifici contro il virus
coniugati con I’enzima

eLe)

4. Lavare con soluzione
tampone

5. Aggiungere il substrato
dell’enzima e misurare la
quantita di colore
prodotto (@).

Risultato

Prodotto colorato

Quantificazione

La quantita di colore
prodotto € proporzionale
alla concentrazione

di anticorpi nel campione

Test positivo

TTY1Y

Superficie
del pozzetto

T eV O LY

E+EET+EET+EEFE

AU
IR AR

2\

/

N\

N

7

N
\*/ m

++

Colore

Test negativo

TYYY
TYYY
4
TYYY
TYYY

TTIYY

Antigene

Individuazione antigeni
mediante sistema
Immunoenzimatico (ElIA)



Individuazione antigemmediante sistema immunoenzimatico

(EIA)

Diretta
000 Cambiamento
Substrato 00000_’ 3 colore

Secondo anticorpo
marcato

Indiretta

T
o0

Anticorpo
anti-immunoglobulina

A marcato

Secondo anticorpo

Anticorpo di cattura

wr

!




Individuazione antigeni mediante agglutinazione
particelle lattice (agglutinazione passiva)

Antigeni virali
del campione

Agglutinazione

delle particelle di
lattice

LN -
R
ot

A Ricerco gli antigeni virali nel campione

A Utilizzo particelle di lattice sensibilizzate con gli anticorpi
per quel virus



Individuazione antigeni mediante agglutinazione
particelle Iattice (agglutinazione passiva)

ocedu reww st A 1l campione & messo a
Test 9 ec;e contatto con una
e S sospensione di particelle di
lattice con specifici

‘. anticorpi adsorbiti
AL 0 Wt A Gli antigeni del campione

\\\,o// H trEaied (‘\( c\e; c‘\?“\“ a\’\d ‘Otg{:ve\()pmen‘ o .
Pl si legano a ponte fra le
arop © ard! psety
pdd Of\eo\.\to QNO Segrd one and ?u‘.ma{\o‘\ R . )
card
samp\® onthe 1est “nd one ag9 ! p artl C e I I I I I t tl C
(_\(c_\e$ o \ate* " Add ~}! e E i e

Theteeie | ™ provocandone R

O e S t QF I3t dzGAY | A
A Molto rapido

A Non automatico

A Sensibilita discreta

A Utilizzato ad es. per ricerca
Rotavirus e Adenovirus
nelle feci




Individuazione diretta antigeni virali nel
materiale patologico

A Vantaggi
I Rapidi
A Problemi
I Sistemi indaginosi (immunofluorescenza)
I Dipendenti da qualita campione
I Sensibilita/specificita non sempre elevata
A Stato attuale: scarso impiego

I Antigenemia CMYV unico test di larghissimo uso (ma
adesso In fase di sostituzione con quantificazione CM
DNA)



Virologia

DIAGNOSTICA MOLECOL
DObO9w! | LC



Diagnostica molecolare in virologia

A Individuazione deghcidi nucleiciirali direttamente
nel materiale patologico
T C2NXIEYSYGS FyOKS f QAYRA DA
campione e diagnostica molecolare ma il termine e ormai
IN Uso per intendere diagnostica su acidi nucleici

A Antigeni: uso anticorpi
A Acidi nucleici: uso sonde di acidi nucleici

AL LILINROOAZ AYATAILG2 yS3fA
dNJ RdzZ t YSYUS AY dzaz RIFT T |
T A2LILALYOF 02 tQAa2tl YSY
I Oggi ha raggiunto livelli avanzati di automazione



Esempi di applicazioni di diagnostica molecolar
In virologia

Virus

HIV (qualitativo)
(quantitativo)

HSV

VZV

CMV
IC
BK

HPY

HCV (qualitativo)
(quantitativo)

HBV (qualitativo)
(quantitativo)

Campione

Linfociti
Plasma

Liquor, raschiati o fluidi
oculari

Liquor, raschiati o fluidi
oculari

Leucociti, plasma, sangue in-
tero, liquor, raschiati o fluidi
oculari, liguido amniotico

Liquor
Urine

Raschiati o tamponi vaginali,
penieni o anall

Siero
Siero

Siero
Siero

Applicazione

Diagnosi precoce, diagnosi perinatale
Monitoraggio dell’infezione e della terapia

Encefalite, retinite, meningite

Encefalite, retinite, meningite

Diagnosi di infezione sistemica nei trapianti,
encefalite, mielite, retinite, infezione congenita

Leucoencefalopatia multifocale
Cistite emorragica

Diagnosi di infezione e determinazione di tipi
ad alto o basso rischio oncogeno

Diagnosi dell’infezione
Monitoraggio dell’infezione e della terapia

Diagnosi dell’'infezione
Monitoraggio dell’infezione e della terapia

La diagnostica molecolare puo essere allestita per qualsiasi virus noto e su qualsiasi t
di campione clinico (metodologia di applicazione universale)



Principio della diagnostica molecolare

A Una sequenza di DNA o RNA si lega
mediante legami H ad una sequenza ad
esso complementare

Se conosco la sequenza del virus che cercc
pOsso sintetizzare una sonda specifica per
guel virus

Posso marcare la sonda in modo da
rendere visibile il legamebfidaziong fra
bersaglio farget) e sondafrobe)

Single-stranded
immobilized target
DNA

(a) Fix target

A Devo assicurarmi che la sonda sia specifica

I La sequenza completa di tutti I virus umani
e nota

I La sequenza del genoma umano € nota

(c) Detect: Substrates are added



Flowchartdella diagnostica molecolare

Processazione campione

Non e necessario 4

che il virus sia
biologicamente
attivo

Acidi nucleici

4

Esposizione a sonda in fase
liguida o solida

4

Sistema di rivelazione del
riconoscimento fra probe e target

N




{AAGSYA dzi2YFOATT FaA
nucleici

SymBiot® XVI Sample MagNAPure LC QIAsymphony
Workstation(Applied Instrument(Roche) (QIAGEN)
Biosystems)




Virologia

DIRETTA NA QUALITAT



| tre protagonisti del test di diagnostica
molecolare

Il SIGNAIo LABEL
la marcatura che
Il TARGET rende visibile il

la sequenza probe e consente
di di dimostrare la

DNA/RNA presenza del targe
che cerco ad esso legato

nel

campione Il PROBHa
clinico sequenza di
DNA/RNA sintetica
complementare a
quella che cerco
nel campione
clinico

Nei sistemi di prima generazione il rappotéoget:probe:labek in genere 1:1:1




Esempi di formati per la diagnostica molecolare

,/ Sonda
Q_%_o/ Reporter
—

Ibridazione in

Lettore
fase SOI |da di radioattivita
Fluorimetro
— e—
7 , ) Colorimetro/
/ 4 valutazione
/ /] a occhio
(@ Cellule dal campione Lisare le cellule Aggiungere la sonda Misurare direttamente Rilevazione
fissate al filtro e generare il DNA marcata con il I’ibridizzazione se il reporter
bersaglio a singola reporter; consentire e radioattivo o fluorescente.
. . . elica il iappaiamento Aggiungere il substrato
| br|daZ|0ne N dell’enzima se il reporter

€ un enzima

fase liquida
Sonda Sonda %
reporter di cattura /
A G WV, ¥ S,

(b) Lisare e = -/ Ibridizzare il DNA \ Cattura
denaturare egione del campione con la : con
il campione complementare sonda in soluzione. Dhr-bersagiio dipstick
in NaOH al DNA bersaglio Le nucleasi digeriscono

la sonda non ibridizzata

Misurare il reporter

(d) Membranefilter assay.Thedetecting system (reporter) can be a radioisotope, a fluorescent dye, or an enzyme.

(b) Dipstickassay Inthe dipstick assay a dual reporter and capture probes are used. The capture probe contains a
poly(dA) tail that hybridizes to a poly(T) oligonucleotide affixed to the dipstick, binding thlkgonucleotide
targetreporter complex. The complex can be detected as in part a.



Diagnostica molecolare di prima generazione

Ibridazione Rivelazione Sensiblilita
(| abeb (copie target)
Non radioattivo 100- 108
Ibridazione diretta in fase solida
Radioattivo 10°P- 109
Non radioattivo 10°- 10’
Ibridazione diretta in fase liquida
Radioattivo 104-10°

A La sensibilita dei sisterdi prima generazione non & idonea ad un
ampio uso diagnostico

I Es. meningite d&nterovirus 100-1000 virioni per ml di CSF




Ibridazione In situ

Prelevo le cellule
e le fisso su
vetrino

Campione ’\' Denaturo il DNA \/%
ed applico il \/%
\/%

probe

e e  mmp BB

Rimuovo il probe
non legato

N |
Osservo
o ST G G

(&

A Unico sistema di prima generazione «sopravvissuto»
A Stimadella frequenza di elementi cellulari positivi
A Individuazione del tipo cellulare contenente il DtdAget
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Ibridazione In situ

¢
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- p WL X
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EBV DNA in cellule di linfoma

HPV16 DNA in cellule della cervice uterina



Diagnostica molecolare

Ibridazione Rivelazione Sensiblilita
(label) (copie target)
Non radioattivo 100- 108
Ibridazione diretta in fase solida
Radioattivo 10°P- 109
Non radioattivo 10°- 10’
Ibridazione diretta in fase liquida
Radioattivo 104-10°
Sistemi di amplificazione Varie modalita 10°- 102
Al QAYUNRRdzZ A2yS RSA araasy
f QI LILINRP OOA 2 Y2t SO2fIF NB AR




| sistemi di amplificazione nella diagnostica
molecolare

Amplificazione del

SIGNAL (SEGNA

Amplificazione
del TARGET

(BERSAGLIO

Amplificazione del
PROBE (SONDA

Nei sistemi di amplificazione il rappotarget:probe:labek 1:>>1:>>1




Amplificazione del TARGET

A 1l target viene individuato e sintetizzato in vitro in modo massivo

A Alla fine della reazione le molecole di target sono cosi numerose
che posso addirittura evitare il probe, es.
:

PolymeraseChainReactionNPCR)
I TranscriptionrMediated Amplification(TMA)

AN
Ampllflca2|on=e l}, &X
%

e




PCR: from aeedlein ahaystacko a haystackof
needles

;.‘%\;x. ‘_

8 \‘i ; } : 3
Hunts Needle in a Haystcck

HOW LONG does it take to find a needle in a hay-
stack? Jim Moran, Washington, D. C., publicity man,
recently dropped a needle into a convenient pile of
hay, hopped in after it, and began an intensive search
for (a) some publicity and (b) the needle. Having
found the former, Moran abandoned the needle hunt.

‘k

A La PCR é stata descritta davillis
(Nobel 1993) nel 1987

A Ulteriormente affinata e sviluppata
negli anni successivi

A Impiegata in molti settori di ricerca
e di pratica clinica

A9Q Af aradasSyl OKS

consentito la diffusione della
diagnostica molecolare

La sua importanza in biologia
molecolare e paragonata a quella
degli enzimi di restrizione e del
sequenziamento del DNA

DANCING NaKe
ivtee MiND Fi€LD

KaRY mULLiS



Region that will be amplified
1

r
A wr L' T T = T lmn'am I i
P e g ot g

B

Primer
annealing

Template DNA present
in low amounts, plus

During each cycle, the DNA
Cycle 1 strands are separated via heating.
dNTPs, Tag polymerase, The temperature is then lowered

and two primers present in to allow the primers to bind, and " “
high amounts. a complementary strand is made. 3
A s ——— T =T e =

il HIH NI

+

TA - ey
e it e g

Cycle?@
1] T

+
2A-1
1IN iR AR AN
ol oo TO 0T s e s ID 0 Dasa D000 sisyll 1B
+
1A
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LOd e s g o D00 0ws s D000 sy qll oB-2
+
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Cycle 3@

A
HHIIHiHILI iR A BRI
| L0101l [IENEEE A NENEE L] 3B-1
+
3A-1 (i T =T
L Lt ey
+
3A-2
AL AR R R R R RN A
y Il o LIl o loaa DI T 0ol lllalsgall 1B
+ With each successive
2A-1 = ==y =TT e cycle, the relative amount
Uﬂ Uﬂ "., "., "., Uﬂ Uﬂ Uﬂ uﬂ Uﬂ "., | ag-2 of this DNA fragment
4 - increases. Therefore, after
3A-3 many cycles, the vast majority
1Tl HI NI of DNA fragments contain only
2B-2 the region that is flanked by the
+ two primers.
1A
AL AR R R R AR AR A AN
J Dl ladeaallllasallllalegall 3B-3
+
2A-2
Fp 0Tttt IR
Liiils s i tiibsiiibalasdliiilon?
+
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T‘TTWTWH PCR

A9Q dzyl aAiAyuaSaa
operata da undDNApoIDNA
dipendente termostabile e
diretta da una coppia di primer
OKS aostdiz Ay
della sequenza bersaglio

A9Q dzyl NBIFT A2
amplificazione del TARGET

A Una volta allestita la miscela di
reazione e necessario solo
procedere alle transizioni
termiche richieste per
denaturazione, ibridazione,
estensione termociclator)

A La cinetica della reazione &

esponenziale perche il
prodotto di un ciclo e anche
bersaglio nel ciclo successivo

o

Pal

Y S



Denature DNA

Anneal Primers




PCR
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Frowm Tar example a
drap af Moo .

By raising the temperature
to abwoart 90°C the strands
are separated.

Tha tamparaiura is now
raised (o about 705C and

the anEying DNA palyinarass
which is acdded bublds up teto
e Cirmplele Cipies afl the
DA strands.

The temperature is lowered
about 55°C and synthetic
DHA framgents are added.

These bind to the strands
at the correct positions.

By cycling through

The whale process works
like & copying rmachine,

LCOMCEPT: MARTIN LK, SVENSES DAGULALEL]

the thres r
temperaturas Ao e
tha sirands w/f :\?&Eﬁﬁ"ﬂﬁ
wre A i S RS
separated - el
and i el "'"..I..:A
Built wup I J.:_'."’ S
A. |

e PCR-copy | Millions of

T ——— copies an

howr ...



PCR

Target Amplification
T No. of | No. Amplicon
T e Cycles | Copies of Target
DT DL DO O 1 5
2 oycle =4 Amplicon
DD DDAt DO DO R
3|:3rcle a3 Amplican 9 4
4 cycle = 16 Amplicon 3 g
DA DR DAl P
Soycle =32 Amplicon 4 16
b DD DA —
6 64
20 1,048,576

30 1,073,741.,824




To T

PCR

Alla fine della reazione il prodotto di PCR e cosi abbondante che posso
direttamente visualizzarlo semplicemente aggiungendo un colorante del DNA alla
miscela di reazione e sottoponendola a migrazione elettrica (elettroforesi) su un
gel @garosio

| segmenti di DNA prodotti dalla PCR hanno tutti la stessa lunghezza quindi
migrano allo stesso modo costituendo un ammasso che si colora (banda)

La specificita della reazione € data dalla scelta dei primer

La lunghezza del frammento e data dalla distanza fra le due regioni del genoma
virale che fanno da target per i due primer

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

=439 bp

Udo Reischl



RFPCR

Target RNA

—
Primer 1

Trascrizione inversad_L

=

Prima elica DNA _
<_L Denaturazione

—
Primer 2

Seconda elica DNA
L ———
) —

Prodotto di PCR

A La PCR amplifica
DNA ma molti
Virus umani
hanno genoma a
RNA

A Posso sintetizzare
una copia di DNA
a partire da RNA
mediante la
trascrittasi inversa
(RT) e utilizzare
gquestocDNA
come bersaglio
per la PCR

I RFPCR



Promoter-
Primer

M rRNA Target
S - ¥

\

PERLRARERLCRTRRRRLRRAERERTRI A RRERRIR IR AR RNA

RNAse H
Activities

_ DNA

v

i o

- RT SEAAER primer 2

\

ity
T L T T (NI

DNA Template
Promoter-
Primer \

—

e 11

10

Transcription
mediated
amplification
(TMA)

9Q dzy aArAaisSy
amplificazione del
TARGET utilizzabile per
individuare uno

specifico RNA

Impiega tre enzimi
diversi e due primer

Ha una fase iniziale di
conversione dasRNA
adsDNAe una fase
ciclica altamente
produttiva

Su guesto sistema si
basano alcuni kit di
diagnostica virologica
molecolare



Le due coppie di
oligonucleotidi
riconosconalue
bersagliciascuna, uno
I OOl yia2 | f
due eliche

complementari

La ligasi unisce i due

Amplificazione del PROBE
Reazione a catena della ligasi

RECYCLE
TARGET

due coppie

| due prodotti di
ligazione fanno da
bersagli per il ciclo

successivo

L il '

RECYCLE

' TARGET DNA

M S  DENATURE
3

oligo di ciascuna delle—\ TNMMV

|

l

SRIDIZE PROBES '\

-—HYBRIDIZE

LIGATE
(T4 LIGASE)

DENATURE

PROBES

LIGATE

(T4 LIGASE)

RECYCLE
TARGET

Prodotti che si
accumulano in modo
esponenziale




Amplificazione del SIGNAL
BranchedDNAamplification



