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I:'<TRODL'ZIONF. 

Numerosi fattori hanno stimolato in questi ultimi anni un crescente in· 
wrr8se in campo sanitario Yerso la preparazione e l'impiego di vaccini efficaci 
ndla prevenzione della meningite cerebrospinale (MCS), L'agente eziologico 
pre,Jominante di questa malattia è rappresentato da batteri della specie 
.Veisseria 1nf!ningitidis. Questi organismi presentano attività patogenetiea 
~olo nell'uomo, non essendo note manifestazioni spontanee sintomatiche né 
asintomatiche di tale malattia in altre specie animali. 

In popolazioni« aperte» la MCS colpisce soprattutto l'infanzia. Sebbene 
l'uso rli appropriate terapie antibatteriche abbia drasticamente ridotto la 
percl"ntuale di casi ad esito letale, il rischio nei soggetti colpiti di danni nl"n
rnlogici permanenti rappresenta tuttora uno degli aspetti più inquietanti di 
(1nesta malattia. D'altra parte in popolazioni« chiuse» (quali quelle costituite 
ad esempio dalle reclute nelle caserme) la malattia si prt'senta tuttora in molti 
Paesi, tra cui il nostro, in forma continuativa, sebbene sporadica. 

In quest'ultimo decennio la .M:CS si è manifestata in forme epidemiche 
anehe dolente in America Latina, Africa, Europa, Asia e Medio Orit'ntf', oltre 
a continuare a presentarsi in forme em1(1miche occasionali in numerosi Paesi, 
fra cui l'Italia, gli Stati Uniti etc. In particolare, meningococchi di sierogruppo 
\~ono stati i principali responsabili di epidemie in Europa (Finlamlia, l9ì5); 

i sierogruppi A e C hanno provocato forme epidemiche in America Latina 
(Brasile, 1974-75) mentre i sierogruppi B e C sono tuttora i maggiori rPspon
<:abili di casi tli meningite m•,gli Stati Uniti. (II sierOgruppo B provoca attual
mente numerosi casi isolati di malattia anche in Europa. Sierogruppi minori 
~ono assuciati sia a portatori ~ani, sia ad alcuni focolai "pidemici. 

Una imlagine epidemiologica sui portatori sani di N. meninKitidis rect•n
trmf'nte compiuta in Italia. ha riscontrato nel l97ì la presenza di 'Iuasi tutti 
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i gruppi noti (A. B, C. Y, W 1:~5, X t> Z). Alrintt>rno di tali gruppi è stata t'Ù· 
denziata nna haijsa percentualt· dei sierotÌJ'i 2, 8 e 9 t' un 'alta pt•reentuah· 
dt•l sierotip11 12, oltre a ceppi non tipizzahili [IJ. 

L'insorgf'rf' dì ceppi dì !\·. meninf{ilidi.ç resistenti ai sulfamhlici da un<t 
parte, e dall'altra la scarsa efficacia della penicillina nt'! controllo dei purtatori 
sani, hanno indotto J.-. istituzioni sanitarie a ripn~ndert· in consid<'ra:~~iom•. oli rt• 
ai metodi di controHo c.ht•mioprofilattico e chemioterapeutico, quelli immuno
profila t ti e i. 

l\e-1 1969 G-otschlich, Goldschnei,lt~r e Artenstein [2] hanno dimo..,trato 
dt•finitiyamt'nt(' chf' polisaccaridi isolati dalla capijula di nwningococchi dt•i 
sit•rogruppi A e C sono capal'Ì di indurre rispoRta anticorpale specifica nel
l'uomo. I risultati di quf'sti esperimenti insieme con la dimostraziont•, deri\·ata 
da studi epidemiologici (3-5] f' da prow di laboratorio [2], dd ruolo protettiYo 
degli anticorpi sierici din~tti spccificamtmtt' contro i polisaccaridi della cap· 
sula, hanno costituito le basi immunologichl:' per la preparazione di vaccini 
polisaccaridici meningococcici. 

Negli anni 1976-771'0rganizzazione Mondiale della Sanità, sulla base dellt• 
conclusioni raggiunte nel 1975 da un Gruppo di Studio per il Controllo della 
Mt'"ningite Cerebrospinale (6J, ha emanato una serie di linee-guida per la 
standardizzaziont' biologica e chimico-fisica di questi vaccini (7-9], espri
mendo al tempo stesso la raccomandazione che gli Istituti ad orientamento 
sanitario promuovano ricerche e studi ulteriori per acquisire conoscemw più 
approfondite in questo campo. 

La manifestazione ininterrotta, seppure occasiouale, di casi di meningitj' 
C<'rebrospinale in Italia e la recente introduzione commercialt' nel Paese di 
Yaccini polisaccaridici specifici, hanno suggerito l'interesM· di elaborart' 
un quadro riassuntivo dello stato attualj• e delle prospettive futurt' per la 

standardizzazione dei controlli di qualità di questi vaccini. 

La presente rassegna sarà SO}Jrattutto dedicata alla trattazione dei val:· 
cini polisaccaridici, gli unici per i quali I'OMS abbia sinora definitn precisi:' 

lint'e-guida di standardizzaziutw biologica t' chimico-fisica. Nella prima parte 

verranno riassunte le J'rincipali conoscen:r.l' attuali sulla composizione chimica 
Jei l'olisaccaridi meningocuccici f' sulla rt'!azium· tra struttura molt:colare e 

attività immunogt!nica nell'uomo. La seconda partt: sarà dedicata alla descri
zione dei controlli chimico-fisici e immunnchimìci, raccomandati alle autorità 

sanitarie nazionali dalle norme internazionali di standardizzazione dt~i vac

cini polisaccaridici. Nella terza parte si darà un quadro schematico dt-lle 
l'rospettive futun~ per lo sviluppo dei metodi di controllo immunoprofilattico 

dl'ila MCS, sottolineando J'intert'sse di studi ulteriori, per approfondire la 
struttura molccolare c le proprietà immunogeniche degli antigeni polisaccari
<lici e proteici di N. meningitidis. 

j 



;'1/EISSERIA ME:'iiNGITIDIS: SIEROGRUPPI E SIEROTIPI 

Il gent>rf': Neisseria è costituito da diplococchi Gram-negativi, contenenti 
eitocromo-ossidasì e una catalasi. I batteri della specie N. meningitidis sono 
urganismi aerobici, che possono essere coltivati su terreno arricchito da san
gue, siero, ascite o idrolizzato di caseina e amido (es. terreno di M:iiellf'r
Hinton) a 37 °C. I ceppi di recente isolamento sono capsulati. Questi battni 
sono classificati in base alle caratteristiche biochimiche dei componenti mo
lt>colari ddla capsula battNica. S1ùla base di tecniche di tipizzazione sierolo
gica (rmoagglutinazione. immunodiffusione, immunoelettroforesi, controim
mnnoelettroforesi, ecc.), N. mf'ningitidis è oggi suddivisa in 9 gn1ppi siero
lugici distinti: A, B, C, D, X. Y. Z, W 135 e 29-E. Composizione chimica 
,. ;,truttura molecolare dei polisaccaridi della capsula batterica sono i prin
cipali fattori responsabili delle proprietà antigeniche specifiche dei sierogruppi . 
.Antigeni tliversi da quelli polisaccaridici, presenti anch'essi sulla ~nperficie 
esterna dei batteri, hanno permesso di suddividere i sierogruppi in 14 siero
tipi di~tinti. Lo studio delle proprietà immunogeniche di questi ultimi anti
geni riveste particolare rilevanza soprattutto nei casi in cui l'antigene polisac
earidico non è stato in grado sino ad oggi di stimolare risposta anticorpale 
~prcifica nell'•lOmo, come nel caso del sierogruppo B. 

POLISACCARIDI '\t:E.'\INGOCOCCICI 

l. - Estmzione e purificazione 

Le culture di meningococco vanno facilmente incontro ad autolisi; pre
levandole alla fine della fase di crescita logaritmica o all'inizio della fase sta
zionaria, i polisaccaridi gruppo--specifici possono t>ssere isolati direttamente 
dal mezzo di coltura, dopo a"-erne allontanato le cellule (v. Appendice). 
'fumerosi studi sono stati cnndotti in qtlr~ti ultimi anni per migliorarr i 
metodi di estrazione e purificazioue. snprattutto al fine di ottenere preparati 
di peso molecolare più elevato pos~ihile. f: stato infatti dimostrato (2-IOJ ehe 
!"attività immunogenica dei polisaccaridi mrningococcici è ,<;trettamente di
prudente dalla loro dimensione molrcolarr, eome sarà illustrato nel ~t·guito. 

Un metodo molto efficace per i.'lolare pulisaccari<li di meningococco ad 
•·levato peso molecolare è stato mt•sso a punto 1la Gotschlich e Coli. nd 
1969 p 1]. Secondo questo procediml'nto i polisaccaridi vengono precipitati 
dal nwzzo di coltura mrdiante l'uso di un dl'tergente cationico, il bromuro 
•li l'~a,leciltrimetilammonio (denominazione commerciale« cetavlon»). L"as
~ucia7-ione tra i polisaccaridi polianionici tiel meningococco e il detergente, 
t·arico positivamente allivello del gruppo di testa N+ (CH,,)3, dà luogo ad una 
rt'a7-itme tli precipitazione rapida P delicata, che evita al polisaccaride la de-
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polimerizzazione conseguente ai proct~dimenti di estrazione usati in pa~;

sato [12, 13]. Il polisaccaride viene successivamente dissociato dal detergcnt1• 
m l'dian te estrazione con cloruro di calcio. Precipitazioni successive con etanolu 
rimuovono acidi nucleici e frammenti batterici dal preparato polisaccaridico, il 
qualt• viene infine separato dal detergente(", dal cloruro di calcio mediante cf'n

t.rifugazione, precipitazionf' e lavaggi con:solventi organici (etanolo, aceton~. 
dietilt'tcre). Questo procedimento, usato da Gotschlich e Coli. fllJ per i poli
saccaridi dei sierogruppi A, B e C, è stato successivamente utilizzato, talora 
con alcunf' modifiche, per isolan• anche i polisaccaridi di altri sicrogruppi 
[I-1, 15]. Un metodo alternativo contempla l'uso di solfato di ammonio com1• 

agente precipitante (16, 17]. Per la rimozione delle proteine e dei lipopoli
saccaridi (endotossine) possono essere usati du,• procedimenti alternativi: 
omogeneizzaz.ione con cloroformio e butanolo (metodo Sevag [18]) o estraziont> 
fenolica a freddo (19, 20]. Quest'ultimo procedimento è preferibile nella pn
parazione del polisaccaride di sierogruppo A, più sensibile di altri ai processi 
di depolimerizzazione [6, 21]. Un metodo di preparazione più rapido è stato 
suggerito da Bundle e Coll. [14, 15]; in esso i lunghi procedimenti di rimozimw 
dei contaminanti vengono sostituiti da u1tra6ltrazione su membrana del prt'
parato polisaccaridico (dopo precipitaziont' con cetavlon, estrazione con fenolo 
e digestione con rihonucleasi). 

i polisaccaridi isolati e purificati vengono infine essiccati sotto vuoto su 
anidride fosforica. 

2. - Composizione e struttura 

Dopo il completamento dei procedimenti estrattivi i preparati polisar
caridici vengono usualmente sottoposti a varie prove di laboratorio, per la 
determinazione microanalitica della composizione e purezza, per la caratteri?.
zazione chimico-fieiea deJla dimensione e struttura molecolarc, nonché per il 
controllo immunochimico del!~~ proprietà antigeniche e della presenza di poli
saccaridi eterologhi. 

Una descrizione dettagliata dt'i numerosi metodi di analisi utilizzati per 
la determinazione della purezza, composizione e struttura dei polisaccaridi 
meningococcici esula dagli scopi della presente rassegna. Verranno qui men
zionate soltanto alcune delle principali tecnichr, chimiche e chimico-fisi
che comunemente utilizzate, mentre in seguito saranno elencate lt> metodi
che immunochimichc oggi impiegate per il controllo delle proprietà 
antigeniche. 

L'analisi elementare c l'identificazione dei gruppi chimici costituenti si 
an·algono di solito di tecniche quali: 

- metodi termogravimetrici o di titolazione per la dett'rminazione del 
contenuto di acqua residuo [22, 23]; 
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metodi spettroscopici per la determinazione del contenuto di acidi nu
deici (spettroscopia u.v.); 

- metodi colorimetrici per la determinazione del contenuto 11i pro
teine [2.!-]; 

- tecniche microanalitiche dei prodotti di digestione, in particolare tec
niche di assorbimento atomico e colorimetriche per la determinazione della 
eomposizione atomica del contenuto di ioni (esempi: contenuto di azoto [25], 
~ti fosforo [26], ecc.); 

- microanalisi dei prodotti di idrolisi o di ossidazione seletti,,a (eventual· 
rnente sottoposti in precedenza a modificazioni chimiche quali acetilazione, 
dP-acetilazione, metilazione, ecc.), mediante tecniche cromatografiche (strato 
>'nttile, carta, gaorliquido), analisi di aminoacidi [27] e tecniche colorimetriche 
(ad es. per la determinazione del contenuto in acido sialico [28, 29], glucosio 
,. galattosio [30], gruppi acetilici [31-34], ecc.); 

- risonanza magnetica nucleare del 13C {36-40). 

La caratterizzazione chimico-fisica dei polisaccaridi meningococcici 
(peso molecolare medio, dimensione molecolare, configurazione anomerica e 
~·~'"formazione, struttura, stato di aggregazione, ecc.) è stata sinora compiuta 
~oprattutto mediante: 

metodi di gel-filtrazione; 

ultracentrifugazione analitica; 

analisi chimica dei gruppi riducenti (ad es. metodo del boroidruro tri
ziato e del boroidruro di sodio [17, 35]); 

- varie misure chimico-fisiche, tra cui picnometria, viscosimetria, dif
fusione di luce laser, rotazione ottica, risonanza magnetica nucleare del 1.

1C. 
,;pettroscopia IR. 

Una relazione più dettagliata sulle conoscenze attuali dello stato di poli
mcrizzazione e di aggregazione dei polisaccaridi meningococcici. in relazione 
alle loro proprietà immunogeniche, verrà qui tralasciata. Nella presente ras· 
.~•·gua ,-erranno soltanto riassnnte le principali informazioni strutturali sinora 
acquisite sulla composizione chimica e dimensione molccolare dei polisac· 
caridi isolati da vari sit>rogruppi, in relazione soprattutto alla standardizza· 
J:ione dei prncl'dimenti analitici di controllo dei .. accini cnrrispondenti. 

::'iella Tab. l 8ono riportati alcuni dati fondament'lli sulla composizione 
dtimica dei polisaccaridi isolati da vari sierogruppi di N. meningitidis. Nt'lla 
Fig. l sono illustrate le strutture delle unità ripetitive ehe costituiscono i po
lisaccaridi isolati clai sierogruppi principali. 
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3. - Polisaccaride del sierogruppo A. 

Strutlura chimica. 

Scherp e Rake dimo8trarono nel 1935 che l'antigene responsabile della 
specificità sierologica del gruppo A è rappresentato da un polisaccaride con· 
tenentt' sia fosforo che azoto [41J. Dieci anni più tardi questi ri10ultati venivano 
confermati da Kabat e Coli. (13]. Informazioni più dettagliate sulla composi
zione chimica sono statt~ ottenute di recente da Gotschlic e Col!. [llJ e sue· 
cessivamente da Liu e Coli. [17J, mediante l'impiego di varie tecniche micro· 
analitiche e chimico-fisiche. Questi studi hanno indicato che il polisaccaridc 
isolato dal sierogruppo A è costituito da unità di N-acetil-mannosammina 
fosfato (NAcMan-6P), parzialmente 0--acetilate, associate essenzialmentt• 
mediante legami fosfodiesterici di tipo a (1-+6). Studi di risonanza magnetica 
nucleare deJI?C hanno consentito di concludere che, allo stato nativo, questi 
polisaccaridi consistono esclusivamente di catene lineari di unità saccaridiclu· 
completamente N-acetilate, associate soltanto mediante i legami fosfodit>
sterici anzidetti (escludendo cioè l'esistenza di altri legami glicosidici, almeno 
entro i limiti di sensibilità della tecnica [38]). L'uso di questa tecnica permet
teva inoltre di localizzare i gruppi O-acetilici esclusivamente nella posizionf' 
C-3 dell'anello esapiranosidico, nonché di valutare la percentuale di 0-act'
tilazione (ca. 70 % nel ceppo 604 A, Laboratory Center for Disease Contro!. 
Ottawa). Studi conformazionali compiuti ancora mediante 1.-C-RMN hanno 
indicato infine che il polisaccaride assume conformazioni cstt'se rispetto alla 
rotazione intorno al legame O-Cl (37, 38, 42J. 

Dimensione mokcolare. 

Alcune infOrmazioni dettagliate sulla dimensione, forma e stato di ag
gregazione del poHsaccaride sono statf' ottenute mediante tecniche cromato
grafiche (gel-filtrazione su Sepharos<' 4B, ultracentrifugazione analitica, pic
nometria, viscosimetria e determinazione del numero di gruppi riducenti [II, 
35. 43, 44J. La determinazione del peso molecolare medio e l'analisi del numero 
di gruppi riducenti hanno fornito informazioni sullo stato di aggregazione di 
dut' frazioni diHrse (44] isolate per gt>l-filtrazione da una stessa preparazioJH· 
di polisac(l8ride. La prima frazione (A-1), di peso moiecolare m"'dio PM ;-., 
167.000 Daltons, ap}Jari,·a costituita in media dall'aggregazione di circa 6 
catene di 98 residui NAcMan-6P, mentre la seconda (A-2) di fJeso molecolare 
PM~25.000, era costituita dalla aggregazione di due catMt' lunghe in media 
4·2 residui. La natura delle interazioni responsabili della formazione di tali 
aggregati non è nota, sebbene i dati di lòC RMN escludano, comP detto, che 
si tratti di cnm-links di tipo glieosidico [38]. 
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Le differenze osservate nella lunghezza media delle catene che costitui
scono le due frazioni A-1 e A-2 sono attribuite alla term~labilità del polisac
caride di sierogruppo A in soluzione [21]. A causa di tale termolabilità si assiste 
infatti ad una progressiva diminuzione del peso molecolare medio del poli
saccaride, disciolto in mezzo acquoso e conservato a temperature superiori 
a .J, oc. Poiché, come sarà discusso nel seguito, l'immunogenicità del poli
saccaride dipende strettamente daHa sua dimensione moJecolare, la termola
bilità di questi preparati diviene un punto fondamentale nella standardizza
zione chimico--fisica dei controlli di qualità dei corrispondenti vaccini [45]. 
Il problema di aumentare la termostabilità di questi polisaccaridi è stato af
frontato di recente in alcuni laboratori. In particolare è stato dimostrato che 
l'aggiunta di piccole quantità di lattosio alla soluzione acquosa del poli.sac
t•aride, prima della sua liofilizzazione, ne aumenta notevolmente la termo
stabilità a temperatura ambiente, una volta che esso venga riportato in so
luzione (21, 46]. 

-J., - Polisaccaridi dei sierogruppi B e C 

Struttura chimica. 

Isolato per la prima volta da Watson e Scherp nell958 [12] e identificato 
da Watson, Marinetti e Scherp [47] come omopolimero dell'acido N-acetil
neuraminico (NANA), il polisaccaride di sierogruppo C è stato ottenuto nel 
1969 da Gotschlich e Coli. [11] in forma purificata e ad un alto peso molecolare. 
Analisi chimiche, compiute nell971 da Liu e CoU. [35] hanno meglio caratteriz
zato sia questo polisaccaride, sia quello isolato dal sierogruppo B, anche esso 
identificato come omopolimero dell'acido sialico. Questi studi hanno anche 
indicato alcune delle basi strutturali che regolano il diverso comportamento 
immunologico dei due polisaccaridi. Le maggiori differenze indicate dagli 
studi microanalitici tra i polisaccaridi di gruppo B e C sono le seguenti: 
l) le unità NANA sono congiunte con legame a (2--P8) nel polisaccaride Be 
con legame a (2-----)o9) nel poli.saccaride C; 2) il polisaccaride B presenta una 
maggiore resistenza alla metanolisi catalizzata da acidi, mentre il polisacca
ride C è più resistente all'azione della neuraminidasi. 

A causa dei problemi connessi con l'instabilità chimica dei residui NANA 
in ambiente acido, l'uso di tecniche non distruttive quali la 1·1f'_.--RMN è ap· 
parso particolarmente uti1e per caratterizzare la struttura dei polisaccaridi 
Be C allo stato nativo [37, 39]. In particolare, nel caso dei polisaccaridi del 
~iNogruppo C, dati spettrali di l.1C-RMN hanno consentito di ottenere infor
mazioni dettagliate sul grado di 0-acetilazione e sulla localizzazione di tali 
.~ostituenti sui residui NANA. Nei polisaccaridi di sierogruppo C isolati dal 
ecppo 2241 (Laboratory Center for Disease Contro!, Ottawa) è stata valutata 
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la presenza di l,l(J ~;ostituenti O-acetilici !JI'I" ogui resi(luo l'\ANA: 24 ";, 
dei residui stessi a11parinmo comJIIetamente non acetilati in dut~ posizi11ni 
(C-7 ,. C-8) oppurt· in una soltanto (prt'fennzialmenlt· in e-ì). 

Dimen.~ionf' moiPI:olaH. 

Analogamentt~ al J'olisaccaride di sierogruppo A. i polisaccaridi dei ~it•I"H· 
gruppi B e C sono stati studiati Coli varie tecnichf'" chimicu-fisiclw per detn· 
nllnanw peso molecolare medio, forma e stato di aggregazione, In particolarP. 
la determinaziune quantitativa del numero di gruppi riducenti ha consentito 
di ottenert' alcune informazioni sullo stato di aggregazione medio di varit· 
frazioni SCJiarate da preparati polisaccaridici di gruppi B e C, mediante cronut
tografia su colonna di Sepharose 4B [44]. ~el casv dei polisaccaridi di siero
gruppo C. sono state isolate due fra:t:ioni consistenti rispetti\-amente di ì t' 
di 3 catene di residui NAI\"A. tutte di pt>Stl molecolart· mediti PM . ...,45.000 
llaltou~ {circa 150 residui), La differenza tra k dut• frazioni polisaecaridiche 
{di peso mulecolare medio riSJiettivo 325.000 e 140.000 Daltons) era pertantu 
attribuita ad un divers11 stato di aggregazium~, piuttosto che a diff1,renze nella 
lunghezza media dellt• catenf·. La frazione di polisaccarid~; B esaminata (PJ\1 ...... 
26.000 Daltons) consisteva innc1• essenzialmenh• di catene singole, di lun

ghezza media di 76 residui NANA [35, 44]. In conclusione, la lunghez:t:a mt'dia 
dellt catene della frazione polisaccaridica isolata dal sierogrUJIPO B risuJta,·a 
circa la metà di qut>lla delle caten1• dellt frazioni polisaccaridiche isolate dal 
sierogruppo C. Le ragioni strutturali di questo comportamento, nonch~ d,~JI" 
(lifhcoltà di ottl'!nere frazioni di polisaccaride B carath~riz:t:ate da catene più 
lunghe [35, 44], non sono not1•. Liu e Coli. [44] ipotizzano che esse vadano 
ricercah~ nei particolari stati conformazionali (Jieraltro non noti) ch1~ il poli
saccaride può assumere in soluzionf'. Gli stessi AA. hanno anche proposto ch'" 
l'incapacità del JWiisaecarid•· B di formare aggregati stabili (d,·l tipo di quelli 
del polisaccaridt~ C) potrebbe es~;t>re Un(l dei fattori rilt'vanti nel dt~terminare 
la scarsa immunogenicità del polisacearidl' B nell'uomo. Questi problemi 
indicano la necessità di approfondin· ulteriormente gli aspetti ~trutturali i' 

conformazionali di questi polisacearidi in soluzione. Una attenta analisi (lt·i 

parametri chimico-fisici (coefficiente di sedimentaziom~, viscosità intrinst~ca. 
fattore di forma, t>cc.), valutati pt•r le frazioni polisaccaridiche anzidette (B 
t' C [44]). ~emhra indicare che le evidenze sperimentali non siano in realtà 
ancora sufficienti a giustificart' l'ipotesi che h· cate!lt' di polisaccaridt• B assu
mano stmtture steriche drasticamente diverse da qllf•lle del polisaccaride C. 

5. - Polisaccaridi di altri sierogmppi 

La composizione chimica del polisaccaride di sierogmppo X è stata ideu· 
tifìeata da Bundlt· e Coli. [14) in un polimero composto di unità ripetitive di 
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2-acetamido-2-deossiglucopiranosìl-fosfato. I risult~ti di metodi microana
litici, uniti a quelli di studi chimico-fisici (rotazione ottica, IR, RMN) 
hanno indicato che il polimero non è 0-acetilato e che i residui costituenti 
assumono la configurazione a. Il problema della localizzazione del legame tra 
i residui è stato definitivamente risolto dall'analisi degli spettri 13C-RMN [38] 
che hanno indicato che esso è di tipo a (l-+ 4). I profili di eluizione, ottenuti 
dalla filtrazione su gel di Sephadex G-200, hanno indicato la presenza di una 
sola frazione omogenea ad alto peso molecolare (PM superiore a 100.000 Dal• 
tons). Tuttavia l'alto valore di peso molecolare, determinato con tale metodo, 
non corrisponde alla stima della lunghezza media deUe catene, determinata 
mediante analisi dei gruppi riducenti (PM ~15.000 Daltons, corrispondenti a 
cirea 50 unità). Questi dati indicano che anche il polisaccaride X tende a for
mare aggregati [15]. 

Studi di 13C-RMN, condotti parallelamente ad analisi chimiche dei pro
dotti di idrolisi hanno indicato che il polisaccaride di meningococco di siero
gruppo Y (ceppo 548, Laboratory Center for Disease Control, Ottawa) è 
costituito da proporzioni equimolari di D-glucosio e di acido sialico; tutti i 
legami sono nella configurazione a e congiungono il carbonio C-6 del D-glu
cosio con il C-4 dell'acido sialico [40]. I du., residui si alternano regolarmente 
lungo la catena polisaccaridica, che risulta inoltre parzialmente 0-acetilata. 
Sulla base dell'analisi strutturale il polisaccaride Y (ceppo 548) è risultato 
identico al polisaccaride Bo (ceppo 2841) in accordo con i dati sierologici (48]. 

Il polisaccaride di sierogruppo W 135 differisce da quello delsierogru.ppo Y 
per l'assenza di 0-acetilazione e per la diversa configurazione di un singolo 
gruppo ossidrilico sull'unità disaccaridica ripetitiva [40J (unità di D-galat
tosio sostituite a quelle di D-glucosio). 

L'antigene polisaccaridico della capsula di N. meningitidis di sierogruppo 
29-E è costituito da proporzioni equim~;tla.ri di acido 3-deossi-D-manno
octulosonico (KDO) e di 2~acetamido-2-deossi-galattosio [49]. La presenza 
Ji KDO è stata riconosciuta in passato tra i componenti lipopolisaccaridici 
della parete cellulare di E. coli e vari altri batteri Gram-negativi (inclusa 
N. meningitidis [50]), dove esso tipicamente svolge il ruolo di congiungere la 
parte polisaccaridica a quella lipidica. N. meningitidis di sierogruppo 29~E 
è stato il primo organismo batterico in cui sia stato dimostrato che il KDO 
può essere associato unicamente ad un componente saccaridico. Studi micro
analitici e chimico-6sici hanno indicato che il KDO nel polisaccaride 29-E 
assume con6gurazione D ed è legato in C~ 7 oppure in C-8. Spettri di 13C~ RMN 
hanno dimostrato, infine, che il polisaccaride è 0-acetilato [38]. 
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Le basi immunologiche per la preparaziunr dei ,·accini anti-MCS deri
vano essenzialmente da dati epidemiologici, comprovanti che gli individui 
colpiti da questa malattia sono privi di anticorpi umorali rivolti verso i mt>
ningococchi; la MCS, infatti, si manifesta più pt'r particolare sensibilità dd
l'individuo ospite, che per innata virulenza dell'agente infettante; il contatt1• 

con ceppi di N. meningitidis non comporta IH',cessariamentc l"insorgenz\1 
della malattia, ma può anche causan soltanto la presenza del microorga
nismo nel nasofaringe per settimanc o mesi. E: stato inoltrt~ osservato che l:t 

malattia si manifesta prevalcntementf" nell'infanzia e nelle popolazioni 
«chiuse», con conseguente immunità permanente protettiva, e che- le epidt•
mie hanno luogo periodicamentf• (ad esempio negli USA con circa lO anni 
di intervallo), a conferma della m·cessità, per lo sviluppo della malattia. di 
una popolazione immunologicamente vergin<'. La dimostrazione della pn·
senza di anticorpi anti-meningococco [3) nel siero umano e le osservazinni 
precedenti dimostrano che nell'uomo la risposta immunologica è mediata du 
anticorpi umorali; esiste inoltre una correlazione tra l?'tà e malattia, dipenden
te dalla presenza di anticorpi naturali [4]. Si osserva infatti che nei neonati. 
che ricevono gli anticorpi materni attraverso la plact>nta, la malattia non i' 

presente, mentre ne sono colpiti i bambini dai sei mesi ai dm· anni, pri\-i di 
anticorpi naturali. Dai due anni in poi aumenta la r~~istenza ai meningu· 
cocchi, in quantn 8Ì acquista una immunità naturali:' dovuta alla presenz(i 
asintomatica del microorganismo nel nasofaringe f4]. 

Già prima dd lavori di Gotschlich del 1969 si e-ra ct"rcato di provar<' 1!1 
immunogenicità dei polisaccaridi isolati da ceppi di N. meningitidis in volon
tari umani [13, 52]. Tali prove ebbero scarso successo. in quanto i polisaccaridi 
usati aveyano un basso peso molecolare (circa 50.000 Daltons). In seguitH 
Kabat [53) dimostrò che i destrani sono buoni immunogeni nell'uomo solo M' 

hanno un peso molecolare superiore a circa 100.000 Daltons. Quando Got· 
schlich e Coli. [Il] isolarono, dopo precipitazione con cetavlon, dei polisa\'· 
caridi di peso molecolare superiore a 100.000 Daltom, si aprirono nuove pro
spetth-e nella preparazione dei vaccini anti-MCS. Furono effettuate prove di 
campo su volontari umani, cht> confermarono il ruolo di questi polisaccaridi 
ad alto peso molccolare comf' possibili immunogcni [2]. Tale matt~rialc si di

mostrò innocuo nell'uomo. I vaccini isolati dai sierogruppi A e C venner•• 
successi-vamente pr('Jlarati su larga scala "' provati, oltre che nl:'lle rcclutt' 
militari, anch(' nelle popolazioni ncllf' ejlidemie del Brasile e della Finlandi;t. 

Va inoltri' considerato che, allo scopo di ottenen' vaccini il pii1 possibil•· 
efficienti cd a basso costo, vengono preparati yaccini combinati, così che iu 
una singola iniezione possano essere somministrati due antigeni. Ad esempio 
il vaccino combinato di polisaccaridi meningoMccici dci sierogrUJlpi A e C 
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offre notevoli vantaggi quando ambedue i sierogruppi sono causa della malattia 
in una stessa popolazione, come è avvenuto durante l'epidémia del Brasile 
.!d 1974-75 [54]. 

Il polisaccaride del sierogruppo B, invece, si è dimostrato non immuno
genico nell'uomo; si è quindi ricercato il ruolo della proteina STA (serotype 
antigens) presente in esso come possibile immunogeno [55]. Questo meningo· 
cocco è stato suddiviso in dodici distinti sierotipi che ne hanno permesso 
lo studio epidemiologico; il sierotipo 2 è associato al 50 % di casi di MCS 
dovuti al sierogruppo B [56).(*) 

Circa 1'80 % di persone adulte che hanno ricevuto una singola dose di 
.'JO [lg di vaccino A e C, presentano anticorpi omologhi dosabili, appartenenti 
alle classi IgG, IgM ed IgA. La misura degli anticorpi è effettuata attualmente 
mediante quattro test principali: 

l) Test battt?ricida [3]. È un metodo abbastanza sensibile e non richiede 
l'uso di antigeni purificati. Per questa prova risultano particolarmente critici 
~ia i terreni usati per la crescita dei meningococchi, sia l'origine del comple
mento; risulta quindi difficile confrontare i dati provenienti da laboratori 
oliversi. 

2) Emoag!!lutinazione indiretta [Il]. Tale metodica è di facile applica· 
zione ed altamente specifica, sebbene i risultati siano semiquantitativi e con 
la limitazione che si dosano preferenzialmente le IgM. 

3) Precipitazione quantitativa [10]. Questa tecnica dosa gli anticorpi 
indipendentemente dalla classe di appartenenza. Il metodo (che è anche usato 
per la determinazione di anticorpi antipneumococco) è in realtà laborioso e 
poco sensibile, ma tuttavia utile, poiché, data la sua precisione, si presta ad 
un confronto quantitativo della risposta anticorpa]e ai due polisaccaridi. 

'~) Saggio radioimmunologico [57]. Tale tecnica, che è senz'altro la più 
sensibile, presenta gli unici svantaggi dell'uso di sostanze radioattive e del
l'alto costo dell'equipaggiamento. 

Si trovano buone risposte anticorpali tra ]e due e le quattro settimane 
~uccessive alla vaccinazione, e generalmente esse si mantengono su buoni 
livelli per un lungo periodo prima di declinare: infatti per il polisaccaride 
di gruppo C si ha persistenza per almeno quattro anni, e per il gruppo A per 
'luattordici mesi [58]. 

(•) Il sierotipo 2 è assodato, oltre che al •ierogruppo B, anche ad altri sierogruppi 
•tuali C, Y e W 135 (v. rif. 55 e riferimenti in e~~o citati). In particolare, •1nesto antigene è 
f"~ponsabil~ per 1'80 % dei ca•i dì ml'ningite dovuti al gruppo C. Anche gli anticorpi diretti 
contro gli antigeni non-capsulari esercitano effetti protettivi contro la \ICS. 
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STA'\"DARDIZZAZIO"'E DEI \"ACU~I ME!\1!\GOCOt..:CICL 
CO"\"TROLLI CHIMICO- FISICI. IMMV'\OCHIMICI E BIOLOGICI 

l vaccini preparati cnn i polisaccaridi di mt"ningococcn appartengmw 
ad una nuova classe di vaccini, pt'r la quale sono stati descritti requisiti chi
mico-fisiei ben precisi. Infatti questi prodotti, costituiti da polisaccaridi al
tamente purificati r chimicamrnte definiti, "engmw carattt:rizzati in Lase alla 
loro composizione chimica e alla dimensione moh-colarc. li problema fonda
mentalt· è costituito dal fatto che N. meningitidis non è patogena per spt't'Ìt' 
animali din•rse dall'uomo(~ eh(• la risposta anticurpah· a questi vaeciui osser
vata nt'll'uomo è diven;a dalla riposta che si può ottenere in animali da labo
ratorio. li controllo in trit•o delrimmunogenicità di questi preparati si potreblw 
pertanto eseguire soltanto sull'uomo. In assenza di modelli animali aect"ttahili 
sono quindi necessari dei controlli di laboratorio diversi da quelli che si usano 
normalmente per altri vaccini. 

Attualmente disponiamo sia ddlt~ norme date dall'OMS, che di una linea 
guida data dal Bureau of Biologics, Food and Drug Administration (USA). 
per i vaccini dei sierogruppi A. C t"d A/C (combinati). 

l:ontrolfi chimico~fisici 

Tuttt' le analisi debbono basarsi sul peso secco dci polisaccaridt' 11ottu 
forma salina. 

Umidità fl•.~idua. 

I polisaccaridi meningococcici di gruppn A e C purificati e liofilizzati 
sono altamente igroscopici e il livello di umidità del prodotto è determinanlt' ai 
fini deUa sua stabilità [9]. :E: noto, ad esempio, cht' prodotti con un contenutn 
di idrataziont" del 4 % sono meno stabili di quelli con contenuto de1i'l ~o· 

Per la determinazione finale del contenuto in acqua della polvere, l'OMS 
consiglia tre metodi alternativi, da scegliere in base alle disponibilità stru
mentali dei laboratori preposti all'analisi, ed alk disposizioni emanate in 
proposito dalle autorità di controllo nazionali. 

l) L'analisi termogravimetrica costituisCI' il metodo di elezione, essendo 
la più eflicact" e sensibile. Questa analisi devt' essert" effettuata per i due poli

sacearidi di gruppo A e C alla temperatura di 50 oC. :E: da notar(•. tuttaYia, 
che per quanto riguarda il gruppo C, data la maggiore stabilità di questo 
polisaccaridt·. alcuni AA. [45} 8uggeriscono di effettuan• k mi~urt• ad una 
temperatura di laYoro di 100 cC, allo scopo di raggiungere più rapidamente 
il peso costante. 

2) Mf'todo di titolazionc seeondo Karl Fischer [2:~}. 
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3) Metodo di perdita di peso dopo essiccamento su P 20 5, sotto vuoto, 
a 37 °C. Il contenuto finale di umidità, così determinato, non deve superare 
il 2,5% secondo le raccomandazioni OMS; tuttavia viene riportato da Wong 
e Coli. [ 45] che i prodotti di più alta qualità presentano spesso un grado di 
umidità inferiore all'l %-

Detennintuione della composizione chimica. 

Contenuto di gruppi 0--acetilic'i. - Il prodotto finale deve avere un con
tenuto di O-acetile uguale o maggiore di 2 mmolfg di polisaccaride di gruppo A 
~ di 1,5 mmolfg per il polisaccaride di gruppo C. Questo contenuto deve essere 
determinato con il metodo di Hestrin (34] (usando come standard cloruro di 
acetilcolina), senza l'aggiunta di sali o di altri additivi al campione utilizzato 
per il dosaggio. Per quanto riguarda il gruppo C la Food and Drug Admini
stration impone nella sua linea-guida un contenuto minimo di O-acetile 
pari a 2 mmol/g. 

L'importanza dei gruppi O-acetilici in relazione alla immunogenicità 
oli questi vaccini non è stata ancora provata; queBto dato è tuttavia indicativo 
di eventuali trattamenti chimici superft.ui durante i processi di isolamento e 
purificazione. 

Contenuto di fosforo inorganico nel vaccùw di sierogruppo A.- Il conte· 
nuto di fosforo non deve risultare inferiore all'S % di peso secco. Esso viene 
determinato mediante il micrometodo di Chen (26]. 

A questo metodo classico, raccomandato dalle due Organizzazioni, si 
affianca anche la determinazione del contenuto di mannosammina fosfato, 
mediante il dosaggio con analizzatore di aminoacidi, dopo idrolisi acida [45]. 
Tale contenuto non deve essere inferiore al 60 % di peso secco. 

Contenuto di acido sialico nel vaccino di sierogruppo C. - Il contenuto 
di acido si ali co (calcolato come acido N-acetilneuraminico libero, PM = 309) 
non deve essere inferiore all'SO ± 2 % del peso secco. Per questo dosaggio 
si segue il metodo di Svennerholm [28}, usando come riferimento acido sialico 
di purezza maggiore al 99 %-

Contenuto di proteine.- Il contenuto di proteine. determinato secondo il 
1netodo di Lowry (24], UBando come riferimento BSA cristallina, deve risultare 
inferiore all'l % per i due gruppi di vaccini. 

Contenuto di acidi nucleici. - Questo dosaggio va effettuato medianti'! 
assorbimento all'n. v. a 260 nm, su materiale privo di sali o di altri prodotti 
chimici aggiuntivi. Il contenuto di acidi nucleici deve risultare inferiore al
l'l % (in peso). 
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Dimensione molecolnre.- Gli antigeni di ~;ierogruppn A e C sono eterogent>i 
nella distribuzione del peso molecolare determinato mediante analisi di sr-di
mentazion(~ in ultracentrifuga analitica [45]. La loro dimensiotw molecolar•· 
media viene determinata mediante tecniche dì gr.l-fi.ltrazionc ~;u coluuna tli 
Sejtharosc 4B. La cromatografia deve essere efi'cttuata in un solnmte di forza 
ionica 0,2 moliKg. Il peso molccolare viene detern1inato misurando la tli~tri
lmzionl' del coefficiente di ripartizione (K,) d(•! polisaccaridc nd piccu mag
giore della cun-a di eluizinnc. Almeno il 65 % del polisaccaride di sieru
gruppo A e almeno il 75 % del polisaccaridf' di sir-rvgruppo C deLLono e~sert· 
raccolti prima di raggiungt•rc il valore di K" = 0,50. 

Controlli immunochimici 

Tf'MS per la specUicità sierologica ed ide11titiÌ. -- \_)ucsti controlli. eseguiti 
mediante la tecnica di inibizione dell'emoagglutinazione passi\'a, permettono 
~ia di identificare il prodotto, che di riconoscere la presenza di antigeni poli
saccaridici eterologhi presenti nei vaccini. Per il te~t di specificità siNologiea 
l'inibizione dell"emoagglutinazionc deve es~,;ert• effettuata ~eparatamente p•·r 
ogni polisacearide e rantigem' donà inibire specificamentr- l'agglutina?;ionc di 
eritrociti ~ensibilizzati con il corrispondentc antig••n•• meniugoeuccico, ù:t 

parte di anticorpi specifici contro In stes1w sierugruppu. Per quanto riguarda 
il test dì identità non deve esserci inihiziont• alla concentcaziontl minima di 
100 p.g·'ml, da parte dd vaccino in csamf' (A o C) dt•ll'emoagglutinazinnt' dt•l 
}'olisaccaride eterologo (C o A). Oltre a questo metodu, nella\oro di 'Wong ,. 
Coli. [45J è rÌJIOrtato allo stes~,;o scopo il test della controimrnunoelettruforetii, 
che si rivela utile solo come test di conferma, in quanto la pre~;enza di l'iccok 
impurezze, dovuh· a contaminanti di bas~,;o peso molecolare, rivelate dalla 
emoagglutinazione indiretta, potrebbero non essere evidenziate con tal•· 

metodo. 

Controlli biologici di sicurcz:(t 

Tali controlli (sterilità .. tossìeità anormal•·, verifiea ddl'assf'.n:r.a di piro· 
geni) sono gli stt,ssi di quelli riehiesti 1wr gli altri vaccini. Essi possnuu csst:"rt' 
effettuati utilizzando l•· tt>cnichc standard '' usandu l•· dosi sotto specilicatt•. 

Per quanto riguarda la sterilità oecorrc ricordare che i metodi di pn·para
zione e purifil'azionc dì qursti polisaccaridi non consentono ,. non prn·edonr1 
la lavoraziont> in condizioni asettiehe. Il prodotto finale. disciolto in eondi
zinni di lavoro asettiche in una soluzio1w adatta, prima della liofilizzazinnt• 
viene sterilizzato mediante filtrazione su membrana (dimensione dei pori 

0,22 "m) [7-9). 
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Test di tossicità anormale. 

a) Tossicità in cavie: almeno 5 cavie del peso di circa 350 g debbono t'S
s•·r~ inoculate intraperitoneo con 500 [lg di polisaccarifli. 

b) Tossicità nel topo: almeno .5 topi del peso di circa 18 g debbono cssNe 
inoculati intraperitoneo con 100 r,lg di polisaccaridi. 

Verifica dell'a.isenza di pirogeni, 

Il vaccino ricostituito deve essere diluito in soluzione fisiologica apiro

gt>na in modo che ogni coniglio riceva le sl'guenti dosi di polisaccaride per Kg 
rl i peso corporeo: 

vaccino di sierogruppo A: 0,025 [lg; 

vaccino 11i sierogruppo C: 0,025 [Lg; 

vaccino polivalente di sierogruppi A c C: 0,050 flg· 

Conservazione dei vaccini 

Data la termolabilità ,)d polisaccarille di ~ierogrnppo A, l'OMS racco
mandava in passato di consNvare i corrispondenti vaccini a -20 °C, tempera
tura alla (jnale la velocità di depolimerizzazione risultava trascurabilt'. Poiché 
l'aggiunta di agenti stabilizzanti quali illattosio (a concentrazioni comprrse 
tra :2,5 e 5 mg per dose umana di polisaccaride) rallenta drasticamente la 
velocità di depolimrrizzazione .li questo vaccino dopo ricostituzione, 1'0\\fS 
ha recentemente modificato la normativa \igente relativa alla temperatura 
•li conservazione, unificando per i due vaccini la temperatura richiesta ndl'in
tervallo tra 2 e 8 °C. 

Verifica della concentrazione di poli.wu:-rarùle nel prodotto finale 

È necessario Vt'Iificare r_he il \·accino di sierogruppo A contenga almeno 
75 mg 1Ji fosforo per g ,li polisaccaridt~ e che il sierogruppo C •:ontenga /;)0 mg 
di acido siaJico per g di polisaccaride. Prr il sierogruppo A, data la presenza 
tli lattosio, è ncces~arin diali?,?.are il prodotto ricostituito contro .')0 volumi di 
H~O per 12-18 t~re, ad una tempNatura compresa tra 2 e 8 °C, prima del 
olol'laggio. 

PROSPETTIVE FtTTf"HE PER L.i t:.\lL\TTERIZZ.-\ZIO\:E E L.\ 
STAND_·\RDIZZ.\ZIONE DF.l VACCI\I "\fENI:'iGOCOCJ:ff:I 

f:ome si è detto nelle precedenti sezioni, la risposta auticorpale a N. me
llingitidis è diretta soprattutto eontro componenti della superficie ccllularc, 
•1uali i polisaccaridi della capsula (gruppo-specifici) e strutture antigeniche 
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meno definite (tipo-srmcificht> t' cros.~-reagenti). L'Organizzazione Mondial1· 
della Sanità incoraggia ricerche ulteriori nei campi microhiologico, chimico
fisico ed immunologico, rivolte a conseguire conoscenzt' più approfonditi~ 

sugli antigeni di superficie, al fine di migliorare la preparazione di Yaccini 
iHiti-MCS. Infatti alcunr evidenzf' sperimentali hanno anzitutto dimostrato 
che altri componenti molecolari, oltre ai polisaccaridi, possono indurre auti
corJlÌ protettivi. Appan~ pertanto interessante individuare e isolare questi 
componenti, in vista della possibilità di indurre con essi una protezione anti
MCS estesa a più sierogruppi. Inoltre, la presenza di anticorpi sierici specifici 
contro 1'antigene di sierotipo 2 in bambini di età inferiore ai due anni, chf' 
hanno contratto malattie meningococciche dovute ai sierogruppi B e C di 
sierotipo 2, indica la potenziale immunogenicità dell'antigene proteico nella 
prima infanzia [55] e pone interessanti prospettive per la preparazione even
tuale di vaccini corrispondenti. Questi ultimi vaccini non sono stati, però. 
ancora standardizzati a sufficienza da permettere conclusioni finali relatin· 
a completi e corretti controlli di qualità. È utile altresì ricordare che alcuni 
polisaccaridi meningococcici risultano oggi scarsamente immunogenici nel
l'uomo (esempio rilevante quello già menzionato del polisaccaride di siero
gruppo B), mentre l'efficacia immunoprofilattica di polisaccaridi isolati da 
sierogruppi minori è ancora in fase di studio. Anche i polisaccaridi isolati dai 
sierogruppi A e C, nonostante il loro vasto e utile impiego come vaccini, pre
sentano certamente alcune carenze rispetto ad un completo controllo immu
noprofilattico della MCS. Infatti i polisaccaridi di sierogruppo C non risultano 
efficaci in bambini di pochi mesi di età; inoltre l'immunità indotta neU'uomu 
dai polisaccaridi di sierogruppn A e C è strettamente limitata al sierogruppu 
da cui gli stessi polisaccaridi sono stati isolati. Al fine di aumentare l'efficacia 
immunogenica dei polisaccaridi meningococcici nell'uomo, viene oggi sugg~"
rita l'opportunità di somministrare il polisaccaride coniugato a proteine car
rier, oppure insieme ad opportuni adiu,·anti. 

La messa a punto di nuo\·e tecniche immunochimiche potrebbe, inoltrt•. 
risultare particolarmente utile ai fini di un più efficace contro11o di questi vae
cini. La tecnica ELISA (enzyme~linlred immunosorbent assa;) adattata per la 
dNerminazione di antigeni polisaccaridici si è riyelata sensibile e specifica 
anch1• applicata, con alcune varianti, al dosaggio degli anticorpi [59]. Il mf'
todo ELISA potrà essere usato in alternativa al metodo RIA (radioimmll· 
noassay), con il notevolt' vantaggio, riSJletto a quest'ultimo, di evitare J'usn 
di sostanze radioattive. 

Il grave problema costituito dalla mancanza di modelli animali accetta
bili su cui sia possibile provare l'efficacia di questi vaccini polisaccaridici 
potrà alternativamente essere risolto con l'impiego di queste tecniche più sen
sibili, che hanno già dato risultati incoraggianti nei topi f60]. Alcuni progressi 
nella sperimentazione animale sono stati effettuati di recente su hahuini [61]. 
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D'altra parte, come anche rilevato esplicitamente dal Gruppo di Esperti 
per il controllo della meningite cerebrospinale deii'OMS [6], una migliore 
eonoscenza della struttura e conformazione 1lei vari polisaccaridi meningo· 
eoccici risulterà essenziale ai fini di razionalizzare i meccanismi molecolari 
che regolano l'attività immunogenica di tali sistemi. In questo contesto è 
necessario compiere ulteriori ricerche sperimentali per meglio comprendere il 
ruolo di parametri chimico-fisici quali peso molecolare medio, struttura e for· 
rna degli aggregati presenti nelle frazioni polisaccaridiche isolate mediante 
gel-filtrazione. Infatti, sebbene la composizione chimica di molti polisaccaridi 
meningococcici sia stata completamente chiarita in questi ultimi anni, ancora 
scarse sono le informazioni sulla struttura sterica (secondaria, terziaria, qua· 
temaria) di questi sistemi molecolari, nonché sulla possibilità degli aggregati 
di passare da stati più ordinati a stati meno ordinati, mediante «transizioni», 
possibilmente regolate da parametri quali forza ionica, temperatura ecc. Tra 
gli studi chimico--fisici recentemente sviluppati in questa direzione, quelli che 
~i avvalgono delle tecniche RMN [36--40] e di diffusione della luce laser 
[62-64] appaiono particolarmente interessanti, La potenzialità dell'uso della 
HC-RMN per identificare in modo rapido e non distruttivo la natura e lo stato 
di legame degli anelli saccaridici, la loro configurazione anomerica e la loca
lizzazione dei gruppi chimici sostituenti si è dimostrata particolarmente im· 
portante. Si prevede che lo studio della risonanza magnetica di altri nuclei 
(quali protone e fosforo) possa essere utile per meglio chiarire i fenomeni as
~ociativi ed evidenziare eventuali meccanismi molecolari di transizione ~la 

stati meno ordinati a stati più ordinati. Nel caso della tecnica di diffusione 
della luce laser, usata di recente per lo studio di polisaccaridi di sierogruppo 
C [62-64], i vantaggi più rilevanti del metodo vengono ravvisati nella sua 
natura non distruttiva, oltre che nella elevata sensibilità. In particolare. un 
lavoro apparso di recente su questo argomento r64] ha dimostrato che una 
corretta standardizzazione delle condizioni sperimentali (forza ionica, pH, 
controllo dell'equilibrio di dissoluzione) può condurre ad un'accurata deter
minazione del coefficiente di diffusione traslazionale medio, del raggio di gira• 
lione e del raggio di Stokes degli aggregati, in funzione della forza ionica. 

Desideriamo ringraziare il Prof. G. Yicari per il continuo incora~~:giam<"nto e i numero8Ì 
•·ou.sigli durante l'elaborazione di IJUC~ta ra~~egna; la Prof. C. Collotti e il Dr. G. M. RiKw per 
la lettura critica del manoscritto. 

Ricet'll/0 il 27 ottobre l978. 
A.ccella/0 il 18 nowmbre 1978. 
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Purifit~azion!~ di polisaecaridi meningococcit·i (*) 

l 

-----------------·---· 

lsolanwnto di polism:caridi •· ,erezzi ·· 

t:0//1'{"1{_1 (HlOGJ;":\'L'A (4U i). rr<'M<II/11 12 .j(, ore. cmtr(f"J!."I" ll(l min. 201(1(1 x !t 

in IlO OOIIip:lir "" lJ..i l) 

SF.IliME:\'1'11 (<·rllul<') (>cartaio) 

SOPRA:\ATAl';TF. (~cartato) ..... -\ 

PRECIPITATO 
("eartato) 

' 
l 
l 

(D\ A. U:\A. prut<·iue) rl ........... ~r 
l[ 

l 
( 

:l 
SOPH ·\ ~ -\TA YI'E (~rartato) 

SUPHA\1\ATA"\Tl (~cartati) ..... J 
l' 
l 

SOPRA;\ATc\J\TJ-: (tll l) 

iucnhun· ]ot•r tUJ~ n<>tt<· cort O.] ~- .. di 
crl;nl<lll "U -J lrt:: C<·ntrifu!!."un·l.i min. 
2.)(1() x !( iu 3U hotti~.di•· d" lf .. ) l (3x) 

PHECIPJTATO (l"otupl<·b>·o poli~an•arid,. 
-cctadon) 

diM~ociare cu11 ra. 20!1 mi CaCI~ l M 

aggiuug•·n· ca. 70 ml di etanola alht 
coucenlntzione final•· 2-~ ':o v;'~-; 

centrifugare 15 min .SO.OOO x!!."· 

SOPHAi\ATAJ'I;TE 

a~_~;giunj!:<"re 7.1() mi di •·lunol<' alla cou
centrazion{' finak 80 ~o v/\: 

centrifuj!.'are .l min 10011 x 1\' 

PRECIPITATO 

la~aro• COli 100 mi di t'Umolo l'"solutn: 
centrifugare 5 min IHOO x !!.": 

lavan· con 10{1 n•l di acetmw: 
centrifuf!;at(' 5 min 1000 x!!.": 

lavar~ con 100 ml di t"tere: 
centrifugare .~ min 1000 l!. j!.': 

PRECIPITATO 

POLISACCAHIDE «GHEZZO» 

l __ l 
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Purificazione di polisaecaridi meningoeoccici 
/ 

Purificazione finale 

l'OLISACCARIDE «GREZZO'>: sciogliere 2 g in 100 mi di Na-ar~lflto (O. l .•al.) 

p li 7.2: e•trarre ron 100 ml di ferwlQ-acetalf> (100 /{ fenaffl in .J.O mi ilia-aretala (O.l ~al.) 

pll7.2; cernrifi•gnre 20 min 11 10.000 x g (3x) 

STRATI DI FE::'\OLO:eRtrarreconacr{na, { 
c~ntri(uj~:are 20 mi n l 000 x jl:· 

STRATI DI FENOLO ...... ~ 
l 

PRF.CIPITATO (endotossina 
,accaridica) (5cartato) 

l
. ,. ( 
1popo 1- 1 

' l 

SOPRA:'l"ATA.i\TE (scartato) ..... ..; 

i 

cl 

SOPRANA'L\\ TE (%rartato) ..... r 

11 
' 

1 
STRATI DI ACQUA ! 

( eomhinati 

STRATI DI ACQUA 

dializzare 24 ore contro CaCI" O,lY; 

centrifugare ;, ore l 00.000 x g. 

SOPRA:NATANTE 

aggiungere etanolo fino a 80 ~~ \)v: 

centrifugare 5 min 1000 x g 

PRECIPITATO 

il!vare enn 100 •nl di etanolo aRsoluto; 
centrifugare 5 min 1000 x g; 

lavare con lOO mi di aretone; 
rentrifugare 5 min 1000 x g; 

lavare con 100 mi dì etere; 
centrifuj~:are ;, min 1000 x g 

PRECIPITATO 

~,..ccare sotto vuoto su Pe00 

POLISACCARIDF. PCRIFIC.\TO 

<"a. 50% di resa, calcolata rispetto al 
contenuto di poli~llccaride del mezzo di 
coltura fluido, dopo eliminazione d<.'lle 
<'rllulc. 
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