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Diagnostica virologica

A La diagnosi di laboratorio testimonia
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un determinato virus

I Utllizza per definizione metogpecifici
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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
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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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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
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Detection signal (colorimetric or chemiluminescent
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WesternBlot per la ricerca di anticorpi

@ Georges Dolisi
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WesternBlot per la ricerca di anticorpi
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Individuazione anticorpi mediante inibizione
R SédmbagglutinaziongemoagglutinoinibiziongHAI)
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(b) Red blood cells Measles viruses Antiviral measles
antibody from serum
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Measles viruses neutralized
and hemagglutination inhibited
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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)

B>
Y <O
A

<> A
< >  kFx AD

Virus Siero
Globulirossi  emoagglutinante

(es. rosolia) paziente <O *« <O

?Yo )
).?>— o 4



