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Diagnostica virologica 

ÅLa diagnosi di laboratorio testimonia 
ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ όƛƴ ŎƻǊǎƻ ƻ ǇǊŜƎǊŜǎǎŀύ Řŀ ǇŀǊǘŜ Řƛ 
un determinato virus 

ïUtilizza per definizione metodi specifici 

ï[ΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ǎƻƭƛ ǊŜǇŜǊǘƛ indicativi di 
ǳƴΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜ non significa raggiungere una 
diagnosi di laboratorio 

ÅtǳƼ ŜǎǎŜǊŜ ǳƴΩŜǾƛŘŜƴȊŀ ǇǊŜƭƛƳƛƴŀǊŜ Řŀ ŎƻƴŦŜǊƳŀǊŜ ƻ 
smentire mediante approcci specifici 
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MICROSCOPIA OTTICA 



Microscopia ottica: evidenza suggestiva ma non 
identificazione conclusiva 

Corpi del Negri in cellule infettate con virus della Rabbia 



Microscopia ottica: evidenza suggestiva ma non 
identificazione conclusiva 

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



Microscopia ottica: evidenza suggestiva ma non 
identificazione conclusiva 

Inclusioni intranucleari da 
adenovirus  

Pap stain di epitelio 
cervicovaginale (HPV)  

Inclusioni intranucleari in 
eritroblasti da parvovirus  

Epidermide con inclusioni 
citoplasmatiche da virus del 
mollusco contagioso  
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MICROSCOPIA 
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Microscopia elettronica 
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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 

ÅSolitamente si utilizzano ingrandimenti 50.000 ς 
100.000x  
ÅApplicata su alcuni campioni, es. 
ïFeci 
ÅRotavirus, Adenovirus 
ÅNorwalk like virus 
ÅAstrovirus, Calicivirus 

ïLiquido vescicolare 
ÅHSV, VZV 

ïBiopsie cutanee  
ÅPapillomavirus 
ÅVirus del Mollusco Contagioso 

 



Problemi della microscopia elettronica 

ÅCosti di attrezzatura e manutenzione  

ÅNotevole esperienza richiesta 

 

ÅScarsa sensibilità 

ïIngrandimento estremamente elevato  

ÅAliquota di campione esaminato estremamente ridotta 
ï9Ω ƴŜŎŜǎǎŀǊƛƻ ŎƘŜ ƭŜ ǇŀǊǘƛŎŜƭƭŜ ǾƛǊŀƭƛ ǎƛŀƴƻ Ƴƻƭǘƻ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀǘŜ 

(sono necessari in genere almeno 106 virioni per ml)  

 

 



Immunoelettronmicroscopia (IEM) 

ÅAumenta sensibilità e specificità della microscopia 
elettronica utilizzando anticorpi specifici 
(identificazione conclusiva) 

 

ÅDue varianti: 
ïClassica (IEM)  
ÅIl campione è trattato con un antisiero prima di allestire il 
ǇǊŜǇŀǊŀǘƻ ǇŜǊ ƭΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜΦ [Ŝ ǇŀǊǘƛŎŜƭƭŜ ǾƛǊŀƭƛ ǎƻƴƻ ŀƎƎƭǳǘƛƴŀǘŜ 
dagli anticorpi e la loro aggregazione è più facilmente visibile.  

ïSu fase solida (SPIEM)  
ÅLe ƳŀƎƭƛŜ ŘŜƭ ΨǊŜǘƛƴƻΩ ǎƻƴƻ ǊƛǾŜǎǘƛǘŜ Řƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ŎƘŜ adsorbono le 

particelle virali.  

 



Immunoelettronmicroscopia (IEM) 

Poliovirus serotyping  
Doane & Anderson ñElectron Micrsocopy in Diagnostic Virologyò, 1987 

Senza anticorpi Con anticorpi 



Immunoelettronmicroscopia su fase solida 
(SPIEM) 

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 modalità di diagnostica in virologia 

ÅDIRETTA: Individuazione di uno specifico virus o di sue 
specifiche componenti  
ïColtivazione del virus (DIRETTA COLTURALE o ISOLAMENTO) 
ïIndividuazione direttamente nel materiale patologico, evitando 

coltivazione (DIRETTA MOLECOLARE) 

 
ÅINDIRETTA o SIEROLOGICA: Dimostrazione di infezione 

mediante documentazione della risposta immunologica 
specifica ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜ  
ïIndividuazione di anticorpi specifici nel siero o plasma (possibili 

applicazioni anche su saliva, CSF e urina) 
ï[ΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ Řƛ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ ǎǇŜŎƛŦƛŎƘŜ ǇŜǊ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ Ƙŀ 

applicazioni in campo di ricerca ma non in campo diagnostico   
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SIEROLOGIA 



Interazione antigene-anticorpo 

ÅChiave-serratura vs. «shaking hands» 

ÅLegami non covalenti  

ïLegami a idrogeno 

ïForze elettrostatiche 

ïForse di Van der Waals 

ïLegami idrofobici 

ÅLegami multipli 

ÅReversibilità   

 



Interazione antigene-anticorpo 

Ab 

Ag 

High Affinity 

Ab 

Ag 

Low Affinity 

[ΩŀŦŦƛƴƛǘŁ ŦǊŀ !Ǝ Ŝ !ō ŝ ƭŀ ǊƛǎǳƭǘŀƴǘŜ ŘŜƭƭŜ ŦƻǊȊŜ Řƛ ŀǘǘǊŀȊƛƻƴŜ Ŝ Řƛ ǊŜǇǳƭǎƛƻƴŜ 



Interazione antigene-anticorpo 

Å Antigeni diversi possono condividere epitopi simili o anche identici 
Å Da ciò deriva la cross-reattività fra anticorpi 
ï[ΩŀƴǘƛƎŜƴŜ ! ǎǘƛƳƻƭŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ŀƴǘƛ-A che riconoscono 
ŀƴŎƘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ . όepitopo identico = affinità elevata) ) e C (epitopo 
simile = affinità ridotta) 

Anti-A 

Ab 

Ag A 

Anti-A 

Ab 

Ag B 

Shared epitope 

Anti-A 

Ab 

Ag C 

Similar epitope 

Cross reactions 



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi) 

ÅPrincipio della metodologia 
ïLƴŦŜȊƛƻƴŜ Ҧ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ 
ïCon un preparato di antigeni di riferimento posso 

dimostrare la presenza di anticorpi 
ÅSiero o plasma 
ÅLiquido cerebrospinale (liquor) 
ÅSaliva, urina in alcuni casi 

ÅMolti formati disponibili 
ïOggi quasi tutti sistemi immunoenzimatici  

ÅForte automazione 
ïUso molto esteso (es. controllo donatori sangue) 

 



Reazioni sierologiche in diagnostica virologica 

ÅEnzyme linked immunosorbent assay (ELISA) o 
enzyme immunoassay (EIA) 
ÅEmoagglutinazione e agglutinazione passiva 
ÅFissazione del complemento 
ÅImmunofluorescenza  
ÅbŜǳǘǊŀƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜǘǘƛǾƛǘŁ 

 
ÅApplicabili in due direzioni 
ï/ŜǊŎƻ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ όǎŜǊǾŜ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ Řƛ ǊƛŦŜǊƛƳŜƴǘƻύ 
ï/ŜǊŎƻ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ όǎŜǊǾŜ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ Řƛ ǊƛŦŜǊƛƳŜƴǘƻύ 



Individuazione anticorpi 
mediante sistema 

immunoenzimatico (EIA) 



Individuazione anticorpi mediante sistema immunoenzimatico 
(EIA) 



Western Blot per la ricerca di anticorpi 

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

Å Il contatto fra membrana e siero del paziente immobilizza gli anticorpi contro gli 
specifici antigeni nella loro localizzazione 

Å 9Ω ǳƴ ǘŜǎǘ ǇƛǴ ǎǇŜŎƛŦƛŎƻ ǊƛǎǇŜǘǘƻ ŀƭ ǘŜǎǘ 9L! ŜǎŜƎǳƛǘƻ ǎǳ ǇƛŀǎǘǊŀ όǇǊŜǇŀǊŀǘƻ ŀƴǘƛƎŜƴƛŎƻ 
totale) 



Western Blot per la ricerca di anticorpi 



Western Blot per la ricerca di anticorpi 



Individuazione anticorpi mediante inibizione 
ŘŜƭƭΩemoagglutinazione (emoagglutinoinibizione, HAI) 

Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo, Rosolia) hanno proteine di superficie che si legano alla membrana 
dei globuli rossi di varie specie. La presenza di anticorpi sierici nei confronti di questi virus può essere 
ƳŜǎǎŀ ƛƴ ŜǾƛŘŜƴȊŀ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƛƴƛōƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀƎƎƭǳǘƛƴŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ Ǝƭƻōǳƭƛ Ǌƻǎǎƛ Řŀ ǇŀǊǘŜ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎΦ 



Individuazione anticorpi mediante inibizione 
ŘŜƭƭΩemoagglutinazione (emoagglutinoinibizione, HAI) 

Globuli rossi 
Virus 

emoagglutinante 
(es. rosolia) 

Siero 
paziente 

  ̂Ab 

+ Ab 


