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Schema di lavoro nella diagnostica virologicaSchema di lavoro nella diagnostica virologica

Dimostrazione diretta 
dell’agente patogeno

Dimostrazione indiretta
dell’agente patogeno

Materiale ed anamnesi
(dati epidemiologici, clinici, patologici)

Metodi chimico-fisici
prova al cloroformio,

acidi, pH, T °°°°C

Proprietà biologiche
spettro ospite sensibile

Metodi sierologici
(antigene conosciuto

anticorpo sconosciuto)

Neutralizzazione
Emoagglutinazione
Fissazione del complemento
Precipitazione
Immunofluorescenza
Radioimmunoassay
ELISA

Test

Visualizzazione 
morfologica

Microscopia Elettronica

Istologia
Presenza corpi inclusi
Immunofluorescenza

Metodi immunoistochimici

Sierologia
(antigene sconosciuto
anticorpo conosciuto)

Biologia Molecolare
PCR

Western Blotting
Ibridazione in situ

Senza coltura del virus Con coltura del virus
Colture cellulari
Uova embrionate
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�Attività principali

Virologia specialeVirologia speciale

• Isolamento Virus animaliIsolamento Virus animali
(Mammiferi, Rettili, Pesci, 

Insetti) 

su

Colture Cellulari

(staminali, primarie e 
continue)

Epitelioide -
MDBK

Fibroblastica
– BHK21



Materiale patologico:

Tamponi diagnosticiTamponi diagnostici: in 2 mL di EMEM 
+ 2%SFB + 5% antibiotici-antimicotici)

Organi: Organi: t.q. o in EMEM+2%SFB+5%PSF

Secreti ed escretiSecreti ed escreti: t.q.

Temperatura di conservazione: 

- entro le 24 ore: +4°C 

- oltre le 24 ore, a ≤ -20°C 

Contenitori per l’invio: 

- a chiusura ermetica

- tipo provette Falcon

- in quantità sufficiente (≥ 1     
cm3; 3 mL; 15 mL)



Flusso Campione x TC

EncefaloCane Coltura Coltura 

cellularecellulare

Es. Istologico
Es. Batteriologico

PCR
Dati anamnestici

ME
PCR

ELISA
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Herpesvirus



Virologia specialeVirologia speciale

••Isolamento EAVIsolamento EAV in Liquidi Seminali 
equidi sieropositivi (Piano Nazionale di 
Controllo; CeRME) 

Liq. seminale
Cavalli Sieropositivi

�� Liquido Seminale con fase spermatica Liquido Seminale con fase spermatica 

(almeno 15 mL)(almeno 15 mL)

�� Consegna +4Consegna +4°°C entro le 24 h, altrimenti C entro le 24 h, altrimenti 

congelato a congelato a ––2020°°CC

�� 3 prelievi ogni 15 giorni3 prelievi ogni 15 giorni

�� Colture cellulari e Colture cellulari e realreal time PCRtime PCR

�� soggetto soggetto eliminatoreeliminatore: esclusione monta: esclusione monta

Attività principali



Piano Nazionale di Controllo
Arterite Virale Equina

CeRME

��OIE OIE Manual of Diagnostic Tests and Manual of Diagnostic Tests and 

Vaccines for Terrestrial Animals 2013, cap Vaccines for Terrestrial Animals 2013, cap 

2.5.10 2.5.10 ((sitosito web http://www.web http://www.oieoie..intint/en/international/en/international--

standardstandard--setting/terrestrialsetting/terrestrial--manual/accessmanual/access--online/)online/)

�� O.M. 13 gennaio 1994 Piano nazionale di O.M. 13 gennaio 1994 Piano nazionale di 

controllo dellcontrollo dell’’arterite virale equina e arterite virale equina e 

successive modifichesuccessive modifiche

�� PG ACC 003 PG ACC 003 -- modulo 2modulo 2

�� PG VIR 002PG VIR 002

�� POS VIR 027 NORPOS VIR 027 NOR



Flusso Liq. Seminale x 
isolamento EAV

Lab. 
ME-VS

Stallone

qReal Time PCR 
(DMV)

Scheda O.M. 1994 
o Modulo SIEV

Liq. 
Seminale

Colture Colture 

cellularicellulari
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ArterivirusArterivirus



Microscopia elettronicaMicroscopia elettronica

Visualizzazione diretta Visualizzazione diretta ed identificazione, 
su base morfologica o mediante IEM, di 
virus presentivirus presenti:

•• in campioni clinicicampioni clinici (lesioni cutanee e 
mucose, tamponi, feci, essudati, api in 
toto) 

• in sospensioni viralisospensioni virali (ceppo virale isolato 
in coltura cellulare, uovo embrionato)

Philips EM 208

HerpesvirusHerpesvirus

CowpoxvirusCowpoxvirus

Attività principali



Materiale patologico

•• Lesioni cutanee e mucoseLesioni cutanee e mucose

•• Tamponi diagnosticiTamponi diagnostici: 
congiuntivale, nasale, oro-faringeo, 
ecc.

•• Contenuto intestinale o feciContenuto intestinale o feci

•• EssudatoEssudato (pleurico, peritoneale)(pleurico, peritoneale)

•• ApiApi
ME

�� in 2 mL Acqua grado in 2 mL Acqua grado 

reagente o laboratorioreagente o laboratorio

�� a +4a +4°°C o a C o a ––2020°°CC



Microscopia elettronica:Microscopia elettronica:

metodo metodo ““catch catch allall –– open open viewview””

� Diagnosi rapida di virus nuovi o virus nuovi o 

emergentiemergenti

�� Diagnosi differenzialeDiagnosi differenziale delle malattie 
vescicolari dei ruminanti (poxvirus, FMD, 
Bluetongue, Mammillite erpetica)

� Diagnosi rapida in caso di infezioni da 
virus difficilmente o affatto coltivabilivirus difficilmente o affatto coltivabili
(api, pesci)

RabdovirusRabdovirus

ParapoxvirusParapoxvirus

DWVDWV



CoronavirusCoronavirus

100 nm

� Possibilità di evidenziare pipiùù virus virus 

diversidiversi in infezioni associate (virus 
enterici)

� Evidenziazione di virus in campioni 
relativamente “sporchi” e/o poco poco 

concentraticoncentrati

200 nm

RotaRota ++ AstrovirusAstrovirus

EnteroEntero++CircoCirco++

TorovirusTorovirus

Microscopia elettronica:Microscopia elettronica:

metodo metodo ““catch catch allall –– open open viewview””



Flusso Campione 
x ME

Intestino

Vitello

MEME

Es. Istologico
Es. Batteriologico

ELISADati anamnestici

TC
PCR
IEM
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Rotavirus



o Inoculo di linee cellulari di pesce a differenti 
temperature di incubazione:

• Virus Salmonidi: 15°C

• Virus Ciprinidi, Anguille, Cefalopodi e pesci di 
mare: 22°-25°C

•Omogenato di Encefalo, Milza, Rene, Fegato o 
Cuore

o Osservazione al TEM

• omogenato di branchie, lesioni cutanee, 
contenuto intestinale 

Diagnosi Diagnosi 

Malattie Virali dei pesciMalattie Virali dei pesci

Attività principali



Piano di Monitoraggio Nazionale 
IHN e VHS

�� Manual of Diagnostic Tests for Manual of Diagnostic Tests for 

Aquatic Animals OIE Aquatic Animals OIE 20132013,, parteparte 2,2,

sezionesezione 2.3.4 (IHN) e 2.3.9 (VHS), 2.3.4 (IHN) e 2.3.9 (VHS), 
http://www.http://www.oieoie..intint/international/international--standardstandard--

setting/aquaticsetting/aquatic--manual/accessmanual/access--online/online/

�� D.D.LgsLgs. 148/2008 . 148/2008 (polizia sanitaria (polizia sanitaria 

acquacolturaacquacoltura, prevenzione malattie e misure di , prevenzione malattie e misure di 

lotta)lotta)

�� Decisione 2001/183/CE Decisione 2001/183/CE (piani di (piani di 

campionamento e metodi diagnostici)campionamento e metodi diagnostici)

�� PG VIR 002PG VIR 002

�� POS VIR 013 NORPOS VIR 013 NOR

Salmonidi

�� anagrafe anagrafe acquacoltureacquacolture

�� autorizzazione e analisi del livello di rischio aziendale  (ASL)autorizzazione e analisi del livello di rischio aziendale  (ASL)

�� prelievo pesci in regime di autocontrolloprelievo pesci in regime di autocontrollo

�� prelievo ufficiale ASLprelievo ufficiale ASL

�� riconoscimento o mantenimento Azienda indennericonoscimento o mantenimento Azienda indenne

Organi

�� in EMEM + 2%SFB + 5%PSF o PBS in EMEM + 2%SFB + 5%PSF o PBS antibiotatoantibiotato

� a +4a +4°°C o a C o a ≤≤ 2020°°CC



Flusso Matrici Pesci

Lab. 
ME-VS

PescePesce

Colture Colture 

cellularicellulari

PCR
ELISA (MIC)

Scheda D.Lgs 148/08 
o verbale ASL

Mat. 
Patologico

PCR

MEME

Birnavirus Trota
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Efficacia diagnostica
- la qualità di una diagnosi dipende anche dalla 
corretta selezione del materiale biologico

�MATRICE e 
DIAGNOSTICA VIROLOGICA

• Appropriatezza della 
matrice 

• Idoneità del campione X es. sangue con EDTA X es. sangue con EDTA 

e non intero; Te non intero; T°°C cons.C cons.

EncefaloEncefalo e Intestino x Cimurro
EncefaloEncefalo e Fegato x Rabbia
Polmone e FegatoFegato x MEV



Informazioni necessarie ai 
fini di una corretta diagnosi

Informazioni specifiche
sul caso

segni clinici e quadri lesivi 
osservati sugli animali

Informazioni specifiche 
sul soggetto

specie, razza, età, 
sesso



Criticità

Contenitore

Informazioni 
Anamnestiche

PG ACC 003

23

Organo target
x 

Morbo di Aujeszky

Modalità di invio



Terreno di Trasporto: 

�� PBS x ME PBS x ME 

�� EMEM + DMSO x TCEMEM + DMSO x TC

T°C di Conservazione: 

�� a +4a +4°°C x >24hC x >24h

�� congelare trote congelare trote (Piano Monitoraggio)

Registrazione nel SIL: 

•• Polmone + Trachea; Polmone + Trachea; 

•• ME goccia x Tampone; TC x IntestinoME goccia x Tampone; TC x Intestino

24

Criticità (2)



Microscopia Elettronica
- goccia 
– ultracentrifugazione

Colture Cellulari

Prove gestite   (SIL)

Immunoelettromicroscopia

PROVA VIRUS-Mat.Patologico

PARTICELLE VIRALI (goccia) Poxvirus da Lesioni Cutanee
PARTICELLE VIRALI 
(ultracentrifugazione)

Virus da Tamponi, Contenuto 
intestinale, essudato

PROVA

ADENOVIRUS
CORONAVIRUS
ENCEFALOMIOCARDITE (EMCV) 
MORBILLIVIRUS
PARVOVIRUS
ROTAVIRUS

PROVA

ADENOVIRUS (Cane, bovino, cavallo)
HERPESVIRUS (cane, gatto, bufalo, ovino)

ARTERITE VIRALE EQUINA
EQUINE HERPES VIRUS 4 (EHV-4)
RINOPNEUMONITE
ANEMIA INFETTIVA EQUINA

RINOTRACHEITE INFETTIVA DEL BOVINO (IBR)
PARAINFLUENZA 3 (PI3)
VIRUS RESP.SINCIZIALE BOVINO
BVD
BORDER DISEASE

MORBO D'AUJESZKY (Spp)
ENCEFALOMIOCARDITE (EMCV) 
PESTE SUINA CLASSICA

CALICIVIRUS
CORONAVIRUS
CIMURRO
MORBILLIVIRUS Cetacei

VIRUS NECROSI EMATOPOIETICA INFETTIVA (IHN)
VIRUS SETTICEMIA EMORRAGICA VIRALE (VHS)
NECROSI PANCREATICA INFETTIVA (IPN)
VIREMIA PRIMAVERILE CARPA (SVC)
HERPESVIRUS DELLA CARPA KOI (KHV)
INFEZIONE DA IRIDOVIRUS
BETANODAVIRUS

AGENTI VIRALI (x es. SBV, Virus Anguille)
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�Collaborazione con 
Lab. Ingegneria genetica e 

Diagnosi biomolecolare

Analisi e diagnosi biomolecolare

�� PCR 7 virus delle apiPCR 7 virus delle api

�� PCR PCR BetanodavirusBetanodavirus

�� PCR Virus PCR Virus SalmonidiSalmonidi ((VHSvVHSv, , IHNvIHNv))

�� PCR Virus PCR Virus CiprinidiCiprinidi (KHV, (KHV, CyHVCyHV, , SVCvSVCv))

�� PCR Virus delle Anguille (EVEX e PCR Virus delle Anguille (EVEX e AngHVAngHV--1)1)

�� PCR PCR MorbillivirusMorbillivirus CetaceiCetacei

�� ConsensusConsensus PCR PCR HerpesvirusHerpesvirus Mammiferi e Rettili Mammiferi e Rettili 
+ + SequenziamentoSequenziamento

�� PCR PCR ParvovirusParvovirus + + PirosequenziamentoPirosequenziamento



Approccio Combinato 
degli strumenti diagnostici

Contenuto intestinale

• Kit ELISA specifico x 
Corona-Rotavirus-K99

• PCR Parvovirus cane e 
gatto

+

• ME ultracentrifuga: 
metodo “catch all” –
“open view”

Rettili (Encefalo, polmone, fegato 

milza,rene)

• PCR herpesvirus 

• TC – ME (tamponi, contenuto 
intestinale)

Cetacei (Encefalo, polmone, milza)

• PCR herpesvirus; 
Morbillivirus (2 protocolli)

• TC
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Virosi Api

• PCR 7 virus principali 
(ABPV, BQCV, CBPV, 
DWV, IAPV, KBV, SBV)

+

• ME ultracentrifuga: 
metodo “catch all –
open view” (Virus 
Filamentoso, Iridovirus, 
CWV)

EAV – Liquido Seminale

• TC (metodo ufficiale)

• PCR real time
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Pesci

• TC

• PCR real time

2
0
0 
n

m

Approccio Combinato 
degli strumenti diagnostici (2)
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�Progetto di Ricerca Corrente MS 2013

““Infezione da Infezione da 

CowpoxvirusCowpoxvirus negli negli 

animali: studi sulla animali: studi sulla 

presenza e diffusione del presenza e diffusione del 

virus in Italia Centralevirus in Italia Centrale””

• CowpoxvirusCowpoxvirus: Orthopoxvirus patogeno per bovino, gatto, uomo, 
primati, felidi selvatici, elefante, lama, roditori

••Animali campionatiAnimali campionati nel progetto: gatti di colonia e 
padronali; animali esotici (Bioparco, Centri di Ricovero e 

Recupero), animali selvatici, sinantropi e alloctoni 
con lesioni sospette; Uomo.

••Tipologia campioniTipologia campioni: lesioni cutanee e mucose, 
tamponi; siero; organi interni

• Esami di laboratorioEsami di laboratorio: ME, Colture cellulari; esame 
istologico; SN; PCR Real Time e Sequenziamento

•Distribuzione di Questionario e BrochureQuestionario e Brochure

•Organizzazione di un WorkshopWorkshop divulgativo ad ottobre 2014

Lesioni Lama Lesioni Lama 

(Italia, 2009)(Italia, 2009)
© D’Alterio, Viterbo



Lesioni cutanee nel rattoLesioni cutanee nel ratto
© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, Berlin)

Lesioni Mangusta (Germania, 2009)Lesioni Mangusta (Germania, 2009)
© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, Berlin)

Lesione mano uomoLesione mano uomo

© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, Berlin)

CowpoxvirusCowpoxvirus
© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, 

Berlin)



Grazie per lGrazie per l’’attenzione!attenzione!

……e se avete dubbi o quesiti:e se avete dubbi o quesiti:
giusy.cardeti@izslt.itgiusy.cardeti@izslt.it

marina.cittadini@izslt.itmarina.cittadini@izslt.it

giampiero.dante@izslt.itgiampiero.dante@izslt.it

stefania.sittinieri@izslt.itstefania.sittinieri@izslt.it

Laboratorio 
Microscopia elettronica 

e Virologia speciale


