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*SCOPO DELLA METODICA

▪Capacità di particolari immunoglobuline, gli ANTICORPI, di

legare con alta specificità composti di varia natura,

permettendone l’identificazione e la quantificazione in miscele

complesse e variabili come plasma, siero, urine oppure lisati

cellulari, cellule intatte e tessuti;

▪ Il legame antigene-anticorpo è evidenziato mediante l’utilizzo

di traccianti fluorescenti, radioattivi o enzimatici oppure

tramite visualizzazione della formazione di immunocomplessi

in grado di precipitare (test di precipitazione e

agglutinazione)
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DOSAGGI IMMUNOLOGICI

➢ Dosaggi competitivi radioimmunologici (RIA) o fluorescenti (FIA)

➢ Saggi di legame a enzimi in fase solida (ELISA a un sito)

➢ Saggi immunologici di polarizzazione a fluorescenza (FPIA)

➢ Saggi immunometrici di tipo immunoradiometrico (IRMA) e 

tramite anticorpi marcati con enzimi (ELISA a due siti o 

sandwich)

➢ Dosaggi immunoenzimatici in chemiluminescenza (CLIA) o in 

fluorescenza (ELFIA)

➢ Dosaggi immunologici a inibizione enzimatica (EIA omogenei o 

EMIT)

I test immunologici vengono usati nella ricerca sperimentale, nello 

sviluppo di nuovi farmaci (drug discovery) e in diagnostica
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IMMUNOBLOTTING

➢ Analizzare proteine specifiche in un lisato cellulare o tessuti dopo

separazione eletroforetica della miscela proteica, trasferimento su supporto

solido inerte e misurazione dell’antigene proteico tramite anticorpi specifici

marcati

IMMUNOISTOCHIMICA (IHC)

➢ Analizzare la presenza e la distribuzione spaziale dell’antigene proteico in

situ (in cellule e tessuti) mediante miroscopia ottica o a fluorescenza, a

seconda del tipo di marcatura dell’anticorpo di rilevazione (difficoltà nel

misurare l’intensità di fluorescenza ovvero nel quantificare l’antigene di

interesse)

CITOMETRIA A FLUSSO

➢ L’emissione del segnale di fluorescenza viene raccolta e utilizzata per

ricavare informazioni sulle dimensioni e sul numero delle cellule marcate e

sull’intensità di espressione dell’antigene di interesse
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PRINCIPI GENERALI

✓ SPECIFICITA’ E SENSIBILITA’ nella scelta dell’anticorpo (Ab);

✓ Legame Ab-Ag di tipo non covalente e reversibile;

✓ AFFINITA’: misura della forza dell’interazione fra Ag e Ab
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PLOT DI SCATCHARD

✓ Le misurazioni delle concentrazioni all’equilibrio dell’Ag libero e di

quello legato determinano la costante di associazione all’equilibrio

(affinità) e la valenza din un anticorpo, cioè il numero di siti leganti

l’Ag (Bmax/[Ab])
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COME DETERMINARE LA VALENZA PER L’ANTIGENE

(NUMERO DEI SITI DI LEGAME)
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TEST DI PRECIPITAZIONE

➢ Ag solubile a contatto con un 

siero contenente Ab specifici. 

La formazione degli 

immunocomplessi si può 

osservare con un precipitato

➢ Si distinguono tre zone: 

• ECCESSO DI  Ab 

• ZONA DI EQUIVALENZA

• ECCESSO DI Ag

➢ Si può accoppiare il complesso 

Ab-Ag a un substrato solido 

(es. proteina A o proteina G 

immobilizzata su agarosio o 

sferette magnetiche)
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IMMUNODIFFUSIONE RADIALE
Il diametro dell’anello è funzione 

della concentrazione dell’Ag 

secondo due metodi distinti:

➢ METODO MANCINI

➢ METODO DI FAHEY-McKELVEY

(metodo cinetico):d proporzionale al 

log della concentrazione di Ag 

prima del punto di equivalenza

Il quadrato del d dell’anello di 

precipitazione  in 

corrispondenza del punto di 

equivalenza è proporzionale 

alla concentrazione dell’Ag
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Quando si introducono antigene o anticorpo in

pozzetti scavati nell’agar, essi diffondono e

danno origine ad una banda di precipitazione

nel punto d’incontro. 

IMMUNODIFFUSIONE DOPPIA O METODO DI OUCHTERLONY
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IMMUNOELETTROFORESI
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IMMUNOELETTROFORESI
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- Diretta: se l’antigene è corpuscolato (cellule, batteri) 

- Indiretta: se l’antigene è solubile si fa adsorbire o legare 

covalentemente a carrier insolubili (sfere di lattice, di polistirene, globuli 

rossi) 

TEST DI AGGLUTINAZIONE
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TEST DI AGGLUTINAZIONE: metodo indiretto

Si eseguono quando:

• si vuole ricercare la presenza di anticorpi

nel siero di un paziente per diagnosticare una malattia infettiva; 

Siero paziente (siero immune) + antigene corrispondente

• si vuole identificare un microrganismo in base agli antigeni che possiede 

Sospensione microbica (antigeni) + anticorpi specifici
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DOSAGGI IMMUNOLOGICI
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MOLECOLE DI RIVELAZIONE COMUNEMENTE 

USATE NEGLI IMMUNODOSAGGI
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Il metodo è basato sulla competizione tra un Ag non marcato e una quantità fissa 

dello stesso Ag marcato (Ag*), per il legame con un numero limitante e costante di 

siti anticorpali:

DOSAGGI RADIOIMMUNOLOGICI
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IMMUNODOSAGGI ENZIMATICI (EIA)

ELISA : SAGGI DI LEGAME A ENZIMI IN FASE SOLIDA

PRINCIPIO: Si basa sull'utilizzo di anticorpi marcati con un enzima

(generalmente la perossidassi), in modo che i coniugati risultanti

abbiano una attività sia immunologica sia enzimatica. Avendo uno dei

componenti (antigene o anticorpo) adeso alla piastra la reazione

antigene-anticorpo è immobilizzata e pertanto potrà facilmente essere

evidenziata con l'addizione del substrato, che reagendo con l'enzima

produrrà una colorazione osservabile a vista e quantificabile con un

colorimetro.
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ELISA
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ELISA A DUE SITI (A SANDWICH)



M.C. Bonaccorsi di Patti, R. Contestabile, M.L. Di Salvo, Metodologie biochimiche - Seconda edizione, Zanichelli editore 2019 31

WESTERN BLOTTING
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RILEVAZIONE IN CHEMILUMINESCENZA
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RILEVAZIONE IN FLUORESCENZA
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IMMUNOISTOCHIMICA

➢ L’immunoistochimica è una tecnica che riveste un ruolo molto

importante nella routine del laboratorio di anatomia patologica; è in

grado infatti di individuare specifiche molecole o strutture del

compartimento intra ed extracellulare.

➢ La tecnica immunoistochimica si basa sul principio di coniugazione

antigene anticorpo in addizione poi con sistemi di rivelazione

(enzimatici,fluorescenti) che ne rendono visibile l’avvenuta reazione al

microscopio.
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IMMUNOFLUORESCENZA
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IMMUNOFLUORESCENZA
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IMMUNOISTOCHIMICA: Usa un sistema di rivelazione

basato su reazioni chimiche (perossidasi, fosfatasi,

ecc..), tramite enzimi coniugati con l'anticorpo

IMMUNOFLUORESCENZA: Usa un sistema di

rivelazione basato su molecole (fluorocromi) che

assorbono onde luminose ad alta frequenza (UV)

emettendo onde luminose nel visibile
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CITOMETRIA A FLUSSO

➢ CITOFLUORIMETRO: E’ uno strumento di laboratorio che permette

un’analisi veloce ed automatica di popolazioni cellulari in sospensione

misurandone le caratteristiche fisiche e/o biochimiche (volume, granulosità,

fluorescenza);

➢ Consente di:

- quantificare e memorizzare contemporaneamente più

parametri per ogni cellula che compone la popolazione;

- analizzare i dati ottenuti anche dopo l’acquisizione

APPLICAZIONE: Determinazione dei marcatori di differenziamento cellulare,

di superficie, intracitoplasmatici e intranucleari;

Valutazione del contenuto cellulare di DNA;

Discriminazione tra cellule vive, cellule apoptotiche e necrotiche;

Predisposizione per la separazione cellulare.
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CITOFLUORIMETRO

➢ La popolazione cellulare in 

sospensione viene spinta 

all’interno di una camera a 

flusso dove le singole 

cellule si dispongono in fila 

e, venendo colpite dalla 

luce di un raggio laser, 

riflettono/rifrattono la luce 

ed emettono fluorescenza;

➢ Si generano cosi dei 

segnali che vengono 

raccolti e trasformati in 

segnali digitali e inviati ad 

un computer.
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