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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 
ELETTRONICA 



Microscopia elettronica 



Microscopia elettronica 
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Microscopia elettronica 



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 



Individuazione anticorpi mediante agglutinazione 
particelle lattice (agglutinazione passiva) 

ÅRicerco gli anticorpi anti-virus nel campione  
ÅUtilizzo particelle di lattice sensibilizzate con gli antigeni di 

quel virus 

Antigeni virali 
adsorbiti sulle 
particelle di 

lattice 

Anticorpi anti-
virus del 

campione 

Agglutinazione 
delle particelle di 

lattice 



Interazione antigene-anticorpo 

ÅLa possibilità di 
evidenziare la 
reazione Ag-Ab 
nelle reazioni di 
agglutinazione 
dipende dalla 
formazione di un 
aggregato (lattice) 

Ab excess Ag excess 

Equivalence ï Lattice formation 



Individuazione anticorpi mediante fissazione del 
complemento (CF) 

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

Il test valuta la presenza di anticorpi nel siero del paziente in base alla sottrazione del complemento in 
ŎƻƴǎŜƎǳŜƴȊŀ ŘŜƭƭŀ ŦƻǊƳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛƳƳǳƴƻŎƻƳǇƭŜǎǎƻ όŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ŘŜƭ ǇŀȊƛŜƴǘŜ Ŝ ŀƴǘƛƎŜƴŜ Řƛ ǊƛŦŜǊƛƳŜƴǘƻύΦ 
Il complemento non sottratto (reazione negativa) lisa i globuli rossi del sistema di rivelazione composto 

da globuli rossi e anticorpi anti-globuli rossi.  



Individuazione anticorpi mediante fissazione del 
complemento (CF) 

C C C 

C 

C 

C 

C 

C 

C 
C 

C C 

C 

Antigeni virali 

Complemento 

Siero del paziente 
con anticorpi anti-

virus 

Anticorpi anti-globuli rossi 

Globulirossi 

Lisi 

No lisi 

Siero del paziente 
senza anticorpi anti-

virus 



Immunofluorescenza per individuazione 
anticorpi 

Å Utilizzo cellule infette adese su un vetrino 
Å Metto il siero del paziente a contatto con il vetrino 
Å Metto un Ab anti-Ig umane fluorescente 

ï Posso usare un Ab anti IgG o anti-IgM o anti-IgA se voglio individuare anticorpi 
di una specifica classe 

Å Osservo al microscopio a fluorescenza 



bŜǳǘǊŀƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜǘǘƛǾƛǘŁ 

ÅTitolazione anticorpi neutralizzanti non più usata a fini 
diagnostici 
ÅGli anticorpi neutralizzanti esprimono la capacità di 
ōƭƻŎŎŀǊŜ ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ƛƴ ǾƛǾƻ 
ïUsata per valutare efficacia vaccinazione in alcuni casi (es. 

anti-polio in bambini da adozione internazionale) 



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi) 

Å Criteri per la diagnosi di infezione primaria 
ï Aumento di almeno 4 volte del titolo anticorpale analizzando siero acuto e convalescente 
ï Sieroconversione (passaggio da negativo a positivo) 
ï Presenza di IgM (ma possibile anche in riattivazione) 
ï Il rilevamento di un singolo titolo elevato di anticorpi è suggestivo ma non sufficiente 

 
Å Criteri per la diagnosi di infezione pregressa 

ï Presenza di anticorpi (sufficiente un singolo siero, memoria immunologica) 
ï Per i virus persistenti la presenza di anticorpi significa infezione acquisita in epoca non 

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

precisabile  

 
Å Criteri per la diagnosi di reinfezione (nuova infezione da parte di virus della stessa 

specie) o riattivazione (nuova replicazione da parte di virus rimasto latente dopo 
ƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǇǊƛƳŀǊƛŀύ 
ï Deve pre-esistere la dimostrazione di una precedente sieropositività 
ï Può essere rilevato un aumento del titolo anticorpale 
ï Può essere rilevata la presenza di IgM 
ï La diagnosi sierologica di reinfezione o riattivazione è sempre difficile da conseguire 

 
 



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi) 



Diagnosi di infezione acuta mediante fissazione del 
complemento (CF) 

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

Siero 
convalescente 

Siero acuto 

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

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

Le IgM hanno grande capacità di fissazione del complemento per cui il test è particolarmente 
sensibile nella diagnosi di infezione acuta, pur non distinguendo IgG da IgM 



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi) 

Å Le IgG passano la placenta 
ï[ΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ IgG nel neonato deriva dal passaggio delle IgG 

materne (immunità passiva) 

Å Le IgM non passano la placenta  
ï[ΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ IgM nel neonato è indice di infezione 

intrauterina 



EIA per individuazione IgM 

ÅFalsi positivi dovuti a fattore reumatoide 

ïAssorbimento siero mediante preparato IgG 

ÅFalsi negativi dovuti a eccesso IgG 

ïaŜǘƻŘƻ ǇǊŜŦŜǊƛǘƻ άŀ ŎŀǘǘǳǊŀέ 

 



EIA per individuazione IgM 



EIA per individuazione IgM 



EIA per individuazione IgM 



Test di avidità degli anticorpi 

Å[ΩŀǾƛŘƛǘŁ delle IgG ŝ ōŀǎǎŀ ƴŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǇǊƛƳŀǊƛŀ Ŝ ŀǳƳŜƴǘŀ 
(maturazione) in seguito 

Å Individuazione IgG a bassa affinità è indicazione di infezione 
primaria 
ïEs. applicazione: rosolia in gravidanza 

 



Anticorpi nel liquido cerebrospinale (CSF) 

Å CSF utilizzato per la diagnosi di infezioni virali del CNS (es. HSV) 
ï I titoli anticorpali nel CSF sono comunque bassi (1/100-1/1000 rispetto al 

siero), si impiegano in genere saggi EIA  
ï Virus tipici agenti di infezione del SNC (es. Rabbia, Bunyavirus): la presenza di 

anticorpi nel CSF ha valore diagnostico 
ï Virus agenti occasionali di infezione del SNC (es. HSV, CMV, VZV): è necessario 

valutare il rapporto fra anticorpi sierici e anticorpi liquorali poiché una barriera 
emato-encefalica danneggiata può lasciar passare anticorpi sierici: 
                                  

 

 
ï Se questo è >1.5 si ha evidenza di produzione locale di anticorpi e quindi 

diagnosi di infezione nel SNC 
 

Å In alcune malattie è presente una sintesi policlonale di anticorpi a livello 
SNC (es. sclerosi multipla) 
ï Possibilità di falsi positivi nella ricerca di anticorpi specifici 

 



Diagnostica sierologica (ricerca anticorpi) 

Å Limitazioni in virologia 
ïTempo ǇǊƻƭǳƴƎŀǘƻ ǇŜǊ ƭΩŜǎŀƳŜ ŎƻƳǇŀǊŀǘƛǾƻ Řƛ ǎƛŜǊƻ ŀŎǳǘƻ Ŝ 

convalescente nella diagnosi di infezione primaria 
ÅDiagnosi retrospettiva, valore epidemiologico più che di gestione del singolo 

paziente 

ïVirus persistenti ubiquitari (es. herpesvirus) 
Å{ƛƎƴƛŦƛŎŀǘƻ ŘŜƎƭƛ ŀƴǘƛŎƻǊǇƛ ŀƭ Řƛ ŦǳƻǊƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǇǊƛƳŀǊƛŀ 

ï Interpretazione IgM 
ÅInfezione acuta, reinfezione, riattivazione infezione latente 

ïFalsi negativi 
ÅPeriodo finestra (tempo di comparsa anticorpi: da 2 settimane a 2 mesi) 
ÅPazienti immunocompromessi 

ïFalsi positivi 
ÅCross-reattività fra virus correlati (es. HSV-1 e HSV-2, HIV-1 e HIV-2) 
ÅPazienti con mononucleosi o disordini autoimmuni 
ÅPazienti trasfusi 
ÅSistemi ad alta sensibilità possono perdere specificità (es. controllo donatori 

sangue per HIV, HCV, HBV) 
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DIRETTA COLTURALE 



Diagnostica diretta colturale 

ÅAmplifico il virus coltivandolo e poi lo 
identifico 

ÅImpiego uno o più sistemi cellulari che 
supportano la replica del virus che cerco nel 
materiale patologico (cellule sensibili e 
permissive) 
ïInoculazione in animale  

ïInoculazione in uova embrionate di pollo 

ïInoculazione in coltura cellulare 



Inoculazione animale di laboratorio 

ÅImpiegato in passato per dimostrare la 
presenza di virus patogeni non coltivabili in 
coltura 

ïEs. Coxsackievirus A e B inducono paralisi flaccida 
e spastica in topo neonato 

ÅNon più impiegato per fini diagnostici 

ÅImpiego solo come modelli animali in studi 
patogenesi o vaccino 



Inoculazione in uova embrionate di pollo 

ÅNon più impiegato per fini diagnostici 

ÅImpiegato ancora per produzione vaccino influenzale 



Inoculazione in colture cellulari 

Å[ΩǳƴƛŎƻ ǎƛǎǘŜƳŀ Řƛ ŎƻƭǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ǾƛǊŀƭŜ ŀƴŎƻǊŀ ƛƴ 
uso a fini diagnostici (isolamento) 

ÅLe colture cellulari sono usate in molti altri 
settori della medicina 

ïEs. valutazione tossicità dei farmaci 



Inoculazione in colture cellulari 

ÅTipologie di colture cellulari 
ïPrimarie  
ÅDirettamente ŘŜǊƛǾŀǘŜ Řŀƭ ǘŜǎǎǳǘƻ ŘŜƭƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳƻ Řƛ 

provenienza 
ÅSopravvivenza limitata 

ïSemicontinue  
ÅCapaci di un numero limitato di divisioni (es. 50-60) 
ÅDiploidi 

ïContinue (linee stabilizzate)  
ÅImmortalizzate  
ÅDerivate da trasformazione in vitro o da tumori 
ÅAneuploidi  



Coltura primaria di cellule di rene di scimmia 



Coltura primaria di cellule di rene di scimmia 

Day 1 Day 3 

Day 7 Contact inhibition 



Colture cellulari 

Å Cellule immerse in terreno di coltura 
ïGlucosio  
ïFattori di crescita (siero fetale bovino) 
ïAminoacidi 
ïVitamine  
ïSistema tampone e indicatore di pH 
ïSali  

 



Colture cellulari 

Cellule aderenti al substrato solido Cellule in sospensione 



Colture cellulari 

ÅDivisione cellulare in condizioni ottimali ogni  
24-48 ore  
ïIl terreno di coltura viene consumato e deve 

essere periodicamente sostituito 

ïLo spazio a disposizione si satura, è necessario 
sub-coltivare (trasferire una parte) ogni 2-4 giorni.  
ÅLe cellule in sospensione sono direttamente diluite in 

nuovo terreno di coltura 

ÅLe cellule aderenti devono essere rimosse dal substrato 
solido con enzimi proteolitici (tripsina) e chelanti del 
Ca++ (EDTA) 

 



Mantenimento colture cellulari 



Isolamento virale in coltura cellulare  

ÅIl virus che cerco deve indurre qualche effetto 
visibile o comunque individuabile in coltura 
ïAlterazioni morfologiche visibili con microscopia ottica 

(effetto citopatico, CPE) 
ÅNon è specifico della singola specie virale 

ïEspressione antigeni virali rivelabili tramite anticorpi 

ïProduzione acidi nucleici virali rivelabili tramite sonde 
di DNA/RNA 

ïInterferenza verso altre infezioni (valore storico, non 
più in uso) 
ÅIl virus della rosolia (CPE non visibile) blocca la replica di 

Echovirus 11 (CPE visibile) 



Effetto citopatico 



Effetto citopatico 

Cellule 
infette 

Cellule non 
infette 

VERO Fibroblasti  HeLa 

HSV CMV RSV 



Virus emoagglutinanti 

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

ŘŜǘŜǊƳƛƴŀ ƭΩŀƎƎƭǳǘƛƴŀȊƛƻƴŜΦ 



Virus emoagglutinanti 

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



Virus emoagglutinanti 

Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo, 
Rosolia) hanno proteine di superficie che si 
legano alla membrana dei globuli rossi di 
varie specie. Il contatto fra sovranatante 

della coltura infetta e globuli rossi ne 
ŘŜǘŜǊƳƛƴŀ ƭΩŀƎƎƭǳǘƛƴŀȊƛƻƴŜΦ  

 
Utilizzando diluizioni scalari del 

sovranatante è possibile quantificare il 
virus prodotto dalla coltura. 



Virus emoagglutinanti 

Alcuni virus (es. Influenza, Morbillo, Rosolia) hanno proteine di superficie che si legano alla membrana 
ŘŜƛ Ǝƭƻōǳƭƛ Ǌƻǎǎƛ Řƛ ǾŀǊƛŜ ǎǇŜŎƛŜΦ [ΩŀƎƎƛǳƴǘŀ Řƛ Ǝƭƻōǳƭƛ Ǌƻǎǎƛ ŘƛǊŜǘǘŀƳŜƴǘŜ ǎǳƭ monostrato della coltura 

evidenzia il legame fra cellule infette e globuli rossi (EMOADSORBIMENTO). 



Identificazione virus isolato in coltura 

Direct and Indirect Immunofluorescence. (a)In the direct fluorescent-antibody (DFA) technique, the specimen containing antigen is fixed to 
a slide. Fluorescently labeled antibodies that recognize the antigen are then added, and the specimen is examined with a fluorescence 

microscope for yellow-green fluorescence.(b)The indirect fluorescent-antibody technique (IFA) detects antigen on a slide as it reacts with 
an antibody directed against it. The antigen-antibody complex is located with a fluorescent antibody that recognizes antibodies. (c)Four  

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



Sistemi rapidi di «isolamento» in coltura 

Å Sistema su «shell vial» 
ï[ƻ ǎǘǊŜǎǎ ƳŜŎŎŀƴƛŎƻ ŘŜƭƭŀ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀȊƛƻƴŜ ŦŀŎƛƭƛǘŀ ƭΩƛƴƎǊŜǎǎƻ Ŝ ƭŜ ǇǊƛƳŜ 

fasi di replica del virus 
ïUtilizzo un anticorpo fluorescente contro una proteina virale precoce 

ÅLƳǇƛŜƎŀǘƻ ǇŜǊ /a±Σ I{±Σ LƴŦƭǳŜƴȊŀΣ ǾƛǊǳǎ w{Σ !ŘŜƴƻǾƛǊǳǎΧ 



Limitazioni diagnostica virologica mediante 
isolamento in coltura 

Å Tempo di osservazione prolungato (in genere 4 settimane) 
Å aŀƴǘŜƴƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ōƛƻƭƻƎƛŎŀ ŘŜƭ ǾƛǊǳǎ ƴŜƭ ƳŀǘŜǊƛŀƭŜ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƻ 

ï Adeguato prelevamento, stoccaggio e invio del campione 

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

Å Metodiche manuali ed esperienza richiesta 
Å Biosicurezza  

ï Livello 2 per la maggioranza dei virus isolati di routine (es. HSV, Adenovirus) 
ï Livello 3 con HIV  
ï Livello 4 con virus febbri emorragiche e con influenza aviaria H5N1 

 
Å Uso in diagnostica molto limitato ed in continua diminuzione 

ï Sostituito da diagnostica molecolare 

Å Sistemi ancora fondamentali per studio e per la caratterizzazione di nuove 
varianti o di nuovi virus 
ï Indispensabili per lo sviluppo di farmaci antivirali 



Virologia 

Diagnostica 

 

DIRETTA ANTIGENI 



Individuazione diretta antigeni virali nel 
materiale patologico 

ÅImmunofluorescenza 
ïAntigeni cellulo-associati 
ÅEs. influenza, HSV  
ÅCMV in leucociti sangue periferico (antigenemia): test 

fondamentale per monitoraggio trapiantato, oggi in via di 
sostituzione con dosaggio CMV DNA 

ÅSaggi imunoenzimatici 
ïAntigeni solubili 
ÅEs. virus SR in campioni pediatrici respiratori 

ÅAgglutinazione lattice 
ïParticelle virali in alcuni tipi di campioni 
ÅEs. rotavirus in campioni di feci 

ïSpecificità e sensibilità limitate  

 



Individuazione diretta antigeni virali nel 
materiale patologico 



Antigenemia CMV (immunofluorescenza) 

Å Evidenzia la proteina nucleare pp65, soprattutto nei granulociti 
Å Espressione di infezione attiva o riattivazione 
Å Test quantitativo di elezione per il monitoraggio del paziente trapiantato 
Å Oggi in via di sostituzione con quantificazione HIV DNA (automazione e lettura 

oggettiva) 



Individuazione antigeni 
mediante sistema 

immunoenzimatico (EIA) 



Individuazione antigeni mediante sistema immunoenzimatico 
(EIA) 



Individuazione antigeni mediante agglutinazione 
particelle lattice (agglutinazione passiva) 

ÅRicerco gli antigeni virali nel campione  
ÅUtilizzo particelle di lattice sensibilizzate con gli anticorpi 

per quel virus 

Anticorpi 
adsorbiti sulle 
particelle di 

lattice 

Antigeni virali 
del campione 

Agglutinazione 
delle particelle di 

lattice 



Individuazione antigeni mediante agglutinazione 
particelle lattice (agglutinazione passiva) 

ÅIl campione è messo a 
contatto con una 
sospensione di particelle di 
lattice con specifici 
anticorpi adsorbiti 

ÅGli antigeni del campione 
si legano a ponte fra le 
particelle di lattice 
provocandone 
ƭΩŀƎƎƭǳǘƛƴŀȊƛƻƴŜ 

ÅMolto rapido 
ÅNon automatico 
ÅSensibilità discreta 
ÅUtilizzato ad es. per ricerca 

Rotavirus e Adenovirus 
nelle feci 



Individuazione diretta antigeni virali nel 
materiale patologico 

ÅVantaggi  
ïRapidi  

ÅProblemi 
ïSistemi indaginosi (immunofluorescenza) 

ïDipendenti da qualità campione 

ïSensibilità/specificità non sempre elevata 

ÅStato attuale: scarso impiego  
ïAntigenemia CMV unico test di larghissimo uso (ma 

adesso in fase di sostituzione con quantificazione CMV 
DNA) 



Virologia 

Diagnostica 
 

DIAGNOSTICA MOLECOLARE 
D9b9w![L¢!Ω 



Diagnostica molecolare in virologia 

ÅIndividuazione degli acidi nucleici virali direttamente 
nel materiale patologico 
ïCƻǊƳŀƭƳŜƴǘŜ ŀƴŎƘŜ ƭΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƎƭƛ ŀƴǘƛƎŜƴƛ ƴŜƭ 

campione è diagnostica molecolare ma il termine è ormai 
in uso per intendere diagnostica su acidi nucleici 
ÅAntigeni: uso anticorpi 

ÅAcidi nucleici: uso sonde di acidi nucleici 

Å!ǇǇǊƻŎŎƛƻ ƛƴƛȊƛŀǘƻ ƴŜƎƭƛ ŀƴƴƛ Ψул Ƴŀ ŜƴǘǊŀǘƻ 
ƎǊŀŘǳŀƭƳŜƴǘŜ ƛƴ ǳǎƻ Řŀƭƭŀ ǎŜŎƻƴŘŀ ƳŜǘŁ ŘŜƎƭƛ ŀƴƴƛ Ψфл 
ïIŀ ǎƻǇǇƛŀƴǘŀǘƻ ƭΩƛǎƻƭŀƳŜƴǘƻ ǾƛǊŀƭŜ ƛƴ ŎƻƭǘǳǊŀ 

ïOggi ha raggiunto livelli avanzati di automazione 



Esempi di applicazioni di diagnostica molecolare 
in virologia 

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



Principio della diagnostica molecolare 

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

Å Se conosco la sequenza del virus che cerco 
posso sintetizzare una sonda specifica per 
quel virus 

Å Posso marcare la sonda in modo da 
rendere visibile il legame (ibridazione) fra 
bersaglio (target) e sonda (probe) 
 

Å Devo assicurarmi che la sonda sia specifica 
ïLa sequenza completa di tutti i virus umani 

è nota 
ïLa sequenza del genoma umano è nota 



Flowchart della diagnostica molecolare 

Processazione campione 

Acidi nucleici 

Esposizione a sonda in fase 
liquida o solida 

Sistema di rivelazione del 
riconoscimento fra probe e target 

POSITIVO NEGATIVO 

Non è necessario 
che il virus sia 

biologicamente 
attivo 



{ƛǎǘŜƳƛ ŀǳǘƻƳŀǘƛȊȊŀǘƛ ǇŜǊ ƭΩŜǎǘǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƎƭƛ ŀŎƛŘƛ 
nucleici 

SymBiot® XVI Sample 
Workstation (Applied 

Biosystems) 

MagNA Pure LC 
Instrument (Roche) 

QIAsymphony 
(QIAGEN) 



Virologia 

Diagnostica 
 

DIRETTA NA QUALITATIVA 



I tre protagonisti del test di diagnostica 
molecolare 

Il TARGET, 
la sequenza 

di 
DNA/RNA 
che cerco 

nel 
campione 

clinico 
Il PROBE, la 
sequenza di 

DNA/RNA sintetica 
complementare a 
quella che cerco 
nel campione 

clinico 

Il SIGNAL o LABEL, 
la marcatura che 
rende visibile il 

probe e consente 
di dimostrare la 

presenza del target 
ad esso legato 

Nei sistemi di prima generazione il rapporto target:probe:label è in genere 1:1:1  



Esempi di formati per la diagnostica molecolare 

Å (a) Membrane filter assay. The detecting system (reporter) can be a radioisotope, a fluorescent dye, or an enzyme.  
Å (b) Dipstick assay. In the dipstick assay a dual reporter and capture probes are used. The capture probe contains a 

poly(dA) tail that hybridizes to a poly(dT ) oligonucleotide affixed to the dipstick, binding the oligonucleotideς
target-reporter complex. The complex can be detected as in part a. 

Ibridazione in 
fase solida 

Ibridazione in 
fase liquida 



Diagnostica molecolare di prima generazione 

Å La sensibilità dei sistemi di prima generazione non è idonea ad un 
ampio uso diagnostico 
ïEs. meningite da Enterovirus: 100-1000 virioni per ml di CSF 

Ibridazione Rivelazione 
(label) 

Sensibilità 
(copie target) 

Ibridazione diretta in fase solida 
Non radioattivo 106 - 108 

Radioattivo 105 - 106 

Ibridazione diretta in fase liquida 
Non radioattivo 105 - 107 

Radioattivo 104 - 105 



Ibridazione in situ 

Å Unico sistema di prima generazione «sopravvissuto» 
Å Stima della frequenza di elementi cellulari positivi 
Å Individuazione del tipo cellulare contenente il DNA target 

Denaturo il DNA 

ed applico il 

probe 

Campione  

Prelevo le cellule 

e le fisso su 

vetrino 

Rimuovo il probe 

non legato 

Osservo  



Ibridazione in situ 

HPV16 DNA in cellule della cervice uterina EBV DNA in cellule di linfoma 



Diagnostica molecolare 

Å[ΩƛƴǘǊƻŘǳȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ǎƛǎǘŜƳƛ Řƛ ŀƳǇƭƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ǊŜƴŘŜ ŦƛƴŀƭƳŜƴǘŜ 
ƭΩŀǇǇǊƻŎŎƛƻ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊŜ ƛŘƻƴŜƻ ŀƭƭΩǳǎƻ ŘƛŀƎƴƻǎǘƛŎƻ ƛƴ ǾƛǊƻƭƻƎƛŀ 

Ibridazione Rivelazione 
(label) 

Sensibilità 
(copie target) 

Ibridazione diretta in fase solida 
Non radioattivo 106 - 108 

Radioattivo 105 - 106 

Ibridazione diretta in fase liquida 
Non radioattivo 105 - 107 

Radioattivo 104 - 105 

Sistemi di amplificazione Varie modalità 100 - 102 



I sistemi di amplificazione nella diagnostica 
molecolare 

Amplificazione 
del TARGET 
(BERSAGLIO) 

Amplificazione del 
PROBE (SONDA) 

Amplificazione del 
SIGNAL (SEGNALE) 

Nei sistemi di amplificazione il rapporto target:probe:label è 1:>>1:>>1  



Amplificazione del TARGET 

 

Å Il target viene individuato e sintetizzato in vitro in modo massivo 
Å Alla fine della reazione le molecole di target sono cosi numerose 

che posso addirittura evitare il probe, es. 
ïPolymerase Chain Reaction (PCR) 
ïTranscription Mediated Amplification (TMA) 

Amplificazione 

Target 

DNA 
umano 



PCR: from a needle in a haystack to a haystack of 
needles 

Å La PCR è stata descritta da K. Mullis 
(Nobel 1993) nel 1987 

Å Ulteriormente affinata e sviluppata 
negli anni successivi 

Å Impiegata in molti settori di ricerca 
e di pratica clinica 

Å 9Ω ƛƭ ǎƛǎǘŜƳŀ ŎƘŜ Ƙŀ ƳŀƎƎƛƻǊƳŜƴǘŜ 
consentito la diffusione della 
diagnostica molecolare 

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



PCR 

Å9Ω ǳƴŀ ǎƛƴǘŜǎƛ Řƛ 5b! ƛƴ ǾƛǘǊƻ 
operata da una DNApol DNA-
dipendente termostabile e 
diretta da una coppia di primer 
ŎƘŜ ǎŎŜƭƎƻ ƛƴ ōŀǎŜ ŀƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ 
della sequenza bersaglio 

Å9Ω ǳƴŀ ǊŜŀȊƛƻƴŜ ŎƛŎƭƛŎŀ Řƛ 
amplificazione del TARGET 

Å Una volta allestita la miscela di 
reazione è necessario solo 
procedere alle transizioni 
termiche richieste per 
denaturazione, ibridazione, 
estensione (termociclatori) 

Å La cinetica della reazione è 
esponenziale perché il 
prodotto di un ciclo è anche 
bersaglio nel ciclo successivo 
 



PCR 



PCR 



PCR 



PCR 



PCR 

Å Alla fine della reazione il prodotto di PCR è 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 (agarosio) 

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

Å La specificità della reazione è data dalla scelta dei primer 
Å La lunghezza del frammento è data dalla distanza fra le due regioni del genoma 

virale che fanno da target per i due primer 



RT-PCR 

ÅLa PCR amplifica 
DNA ma molti 
virus umani 
hanno genoma a 
RNA  

ÅPosso sintetizzare 
una copia di DNA 
a partire da RNA 
mediante la 
trascrittasi inversa 
(RT) e utilizzare 
questo cDNA 
come bersaglio 
per la PCR 
ïRT-PCR 

Target RNA 

Primer 1 

Primer 2 

Prima elica DNA 

Seconda elica DNA 

Trascrizione inversa 

Denaturazione 

PCR 

Prodotto di PCR 



Transcription 
mediated 

amplification 
(TMA) 

Å 9Ω ǳƴ ǎƛǎǘŜƳŀ Řƛ 
amplificazione del 
TARGET utilizzabile per 
individuare uno 
specifico RNA 

Å Impiega tre enzimi 
diversi e due primer 

Å Ha una fase iniziale di 
conversione da ssRNA 
a dsDNA e una fase 
ciclica altamente 
produttiva 

Å Su questo sistema si 
basano alcuni kit di 
diagnostica virologica 
molecolare 



Amplificazione del PROBE 
Reazione a catena della ligasi 

Le due coppie di 
oligonucleotidi 

riconoscono due 
bersagli ciascuna, uno 
ŀŎŎŀƴǘƻ ŀƭƭΩŀƭǘǊƻ ǎǳƭƭŜ 

due eliche 
complementari 

La ligasi unisce i due 
oligo di ciascuna delle 

due coppie 

I due prodotti di 
ligazione fanno da 
bersagli per il ciclo 

successivo 

Prodotti che si 
accumulano in modo 

esponenziale 



Amplificazione del SIGNAL 
Branched DNA amplification 


