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INTRODUZIONE

Numerosi fattori hanno stimolato in questi ultimi anni un crescente in-
teresse in campo sanitarie verso la preparazione e 1'impiego di vaccini efficaci
nella prevenzione della meningite cerebrospinale (MCS). L’agente eziologico
predominante i questa malattia & rappresentato da batteri della specie
Neisseria meningitidis. (Questi organismi presentano attivith patogenetica
sulo nell’uomo, non essendo note manifestazioni spontanee sintomatiche né
asintomatiche di tale malattia in altre specie animali.

In popolazioni « aperte» la MCS colpisce soprattutto I'infanzia. Sebbene
Puso di appropriate terapie antibatteriche abbia drasticamente ridotto la
percentuale di casi ad esito letale, il rischio nei soggetti colpiti di danni neu-
rologici permanenti rappresenta tuttora une degli aspetti piu inquietanti di
(fuesta malattia. [Paltra parte in popolazioni « chiuse» (gnali quelle costituite
ad esempio dalle reclute nelle caserme) la malattia si presenta tuttora in molti
Paesi, tra cui il nostro, in forma continuativa, sebbene sporadica.

In quest’nltimo decennio la MCS si ¢ manifestata in forme epidemiche
anche violente in America Latina, Africa, Eurepa, Asia e Medio Oriente, oltre
a continuare a presentarsi in forme endemiche occasionali in numerosi Paesi,
tra cui PItalia, gli Stati Uniti ete. In particolare, meningococchi di sierogruppo
A sono stati i principali responsabili di epidemie in Europa (Finlandia, 1975);
i sierogruppi A e C hanne provocato forme epidemiche in America Latina
{Brasile, 1974-75) mentre i siexogruppi B e C sono tuttora i maggieri respon-
<abili di casi di meningite negli Stati Uniti. 111 sierogruppo B proveca attual-
mente numerosi casi isolati di malattia anche in Enropa. Sierogruppi minori
sono associati sia a portatori sani, sia ad alcuni foeolai epidemici.

Una indagine spidemiologica sui portatori sani di N, meninginidis recen-
temente compiuta in Italia. ha riscontrate nel 1977 la presenza di quasi tutti
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i gruppi noti (A, B, C. Y, W 135, X e Z). All'interno di tali gruppi & staia evi-
denziata una bassa percentuale dei sierotipi 2, 8 ¢ 9 ¢ un’alta percentuale
del sierotipu 12, oltre a ceppi non tipizzabili [1].

Liinsorgere di eceppi di N. meningitidis resistenti ai sulfamidici da nna
parte, e dall’altra la scarsa eflicacia della penicillina nel controllo dei portatori
sani, hanno indotto le istituzioni sanitaric a riprendere in considerazione, olire
ai metodi di controllo chemioprofilattico e chemisterapeutico, quellt immuno-
profilattici,

Nel 1969 Gotschlich, Goldschneider e Artenstein [2] hanne dimostrato
definitivamente che polisaccaridi isolati dalla capsula di meningococchi dei
strrogruppi A e C sono capaci di indurre risposta anticorpale specifica nel-
I"'womo. I risultati di questi esperimenti insieme con la dimostrazione, derivata
da studi epidemiologici [3-5] ¢ da prove di laboratorio [2], del ruolo protettivo
degli anticorpi sierici diretti specificamente contry 1 polisaccaridi della cap-
sula, hanno costituite le basi immunologiche per la preparazione di vaccini
polisaccaridici meningococciei.

Negli anni 1976-77 I'Organizzazione Mondiale della Sanita, sulla base delle
conclusioni raggiunte nel 1975 da un Gruppo di Studio per il Controllo delia
Meningite Cerebrospinale [6], ha emanato una serie di linee-guida per la
standardizzazione biologica e chimico-fisica di questi vaceini [7-9], espri-
mendo al tempo stesso la raccomandazione che gli Istituti ad orientamento
sanitario promuovano ricerche e studi ulteriori per acquisire conoscenze piu
approfondite in questo campo.

La manifestazione ininterrotta, seppure occasionale, di casi di meningite
cerebrospinale in Italia e la recente introduzione commerciale nel Paese di
vaccini polisaccaridici specifici, hanno suggerito Dinteresse di elaborare
un quadre riassuntive dello stato attuale ¢ delle prospettive future per la
standardizzazione dei controlli di qualita di questi vaceini.

La presente rassegna sara soprattutto dedicata alla trattazione dei vac-
cini polisaccaridici, gli unici per i quali 'OMS abbia sinora definito precise
linee-guida di standardizzazione biologica e chimico—fisica. Nella prima parte
verranne riassunte le principali conescense attuali sulla composizione chimica
dei polisaccaridi meningococcici e sulla relazione tra struttura molecolare e
attivith immunogenica nell'uomo, La seconda parte sara dedicata alla deseri-
zione dei controlli chimico-fisici ¢ immunochimici, raccomandati alle autorita
sanitarie nazionali dalle norme internazionali di standardizzazione dei vac-
cini polisaccaridici. Nella terza parte si dard un quadro schematico delle
prospettive future per lo sviluppo dei metodi di controilo immunoprofilattico
della MCS, sottolineando D'interesse di studi ulteriori, per approfondire la
struttura molecolare e le proprieta immunogeniche degli antigeni polisaccari-
dici e proteici di V. meningitidis.
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NEISSERIA MENINGITIDIS: SIEROGRUPPI E SIEROTIPI

11 genere Neisseria & costituito da diplecoechi Gram-—negativi, contenenti
vitocromo—ossidasi e una catalasi. I batteri della specie V. meningitidis sono
erganismi aerobici, che possono essere coltivati su terreno arriechito da san-
gue, siero, ascite o idrolizzate di caseina e amido (es. terreno di Mieller-
Hinton) a 37 9C. I ceppi di recente isolamento sono capsulati. Questi batteri
sono classificati in base alle caratteristiche hiochimiche dei componenti mo-
lecolari della capsula batterica. Sulla base di tecniche di tipizzazione sierolo-
gica (emoagglutinazione, immunodiffusione, immunoelettroforesi, controim-
muneelettroforesi, ece.), N. meningitidis ¢ oggi suddivisa in 9 gruppi siero-
Ingici distinti: A, B, C, D, X, Y, Z, W 135 e 29-F. Composizione chimica
¢ struttura molecolare dei polisaccaridi della capsula batterica sono i prin-
cipali fattori responsabili delle proprieta antigeniche specifiche dei sierogruppi.
Antigeni diversi da quelli pelisacearidici, presenti anch’essi sulla superficie
esterna dei batteri, hanno permesso di suddividere i sierogruppi in 14 siero-
tipi distinti. Lo studio delle proprieta immunogeniche di questi ultimi anti-
geni riveste particolare rilevanza soprattutto nei casi in cui 'antigene polisac-
caridico non & stato in grado sino ad oggi di stimolare risposta anticorpale
specifica nell’nomo, come nel caso del sierogruppo B.

POLISACCARIDI MENINGQCOCCICI

1. - Estrazione e purificazione

Le colwure di meningoceceo vanne facilmente incontro ad autolisi; pre-
levandole alla fine della fase di crescita logaritmica o all’inizie della fase sta-
zionarta, i polisaccaridi gruppo-specifici possono essere isolati direttamente
dal mezzo di coltura, dopo averne allontanato le cellule (v. Appendice).
Numerosi studi sono stati condotti in questi ultimi anni per mighorare i
metodi di estrazione e purificazione, soprattutto al fine di ottenere preparati
i peso molecolare pii: elevato possibile. E state infatti dimostrato [2-10] che
attivitd immunogenica dei polisacearidi meningococcici & strettamente di-
pendente dalla lore dimensione molecolare, come =sard illustrato nel seguito.

Un metodo molto efficace per isolare polisaccaridi di meningococco ad
vlevato peso molecolare & stato messo a punto da {sotschlich e Coll. nel
1969 [11]. Secondo queste procedimento i polisaccaridi vengoeno precipitati
dal mezzo di eoltura mediante I'uso di un detergente cationico, il bromuro
di esadeciltrimetilammonio (denominazione commerciale « cetavlon»). L’as-
suciazione tra i polisaccaridi pelianionici del meningococeo e il detergente,
carice positivamente al livello del gruppo di testa N* (CH,);, da luogo ad una
reazione di precipitazione rapida e delicata, che evita al polisaccaride la de-
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polimerizzazione conseguente ai procedimenti di estrazione usati in pas-
sato [12, 13]. Il pelisaccaride viene suecessivamente dissociato dal detergente
mediante estrazione con clorurv di ezleio. Precipitazioni successive con etanolo
rimuovono acidi nucleici e frammenti batterici dal preparato polisaccaridico, il
quale viene infine separato dal detergente e dal cloruro di calcio mediante cen-
trifugazione, precipitazione e lavaggi con}solventi organici (etanclo, acetone,
dietiletere). Questo procedimento, usato da Gotschlich e Coll. [11] per i poli-
saccaridi dei sierogruppi A, B e C, & stato successivamente utilizzato, talora
con alcune medifiche, per isolare anche i polisaccaridi di altri sierogruppi
[14, 15]. Un metodo alternativo contempla 'uso di solfate di ammonio come
agente precipitante [10, 17]. Per la rimozione delle proteine e dei lipopoli-
saccaridi {endotossine) possono essere usati due procedimenti alternativi:
omogeneizzazione con cloroformio e butanolo (metodo Sevag [18]) o estrazione
fenolica a freddo [19, 20]. Quest’ultimo procedimento & preferibile nella pre-
parazione del polisaccaride di sierogruppo A, pin sensibile di aitri ai processi
di depolimerizzazione [6, 21]. Un metodo di preparazione pit rapido & stato
suggerito da Bundle e Coll. [14, 15]; in esso 1 lunghi procedimenti di rimozione
dei contaminanti vengono sostituiti da ultrafiltrazione su membrana del pre-
parato polisaccaridico (dopo precipitazione con cetavlon, estrazione con fenolo
e digestione con ribonucleasi).

I polisaccaridi isolati e purificati vengono infine essiccati sotte vuoto su
anidride fosforica.

2. — Composizione e struttura

Dopo il completamento dei procedimenti estrattivi i preparati polisac-
caridici vengono usuzlmente sottoposti a varie prove di laboratorin, per Ia
determinazione microanalitica della composizione e purezza, per la caratteriz-
zazione chimico-fisica della dimensione e struttura molecelare, nonché per il
controllo immunochimico delle proprieta antigeniche e della presenza di poli-
saccaridi eterologhi.

Una descrizione dettagliata dei 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 tecniche chimiche e chimico-fisi-
che comunemente utilizzate, mentre in seguito saranne elencate le metodi-
che immunochimiche oggi impiegate per il controllo delle proprieta
antigeniche.

L’analisi elementare e I'identificazione dei gruppi chimici costituenti si
avvalgono di solito di tecniche quali:

~ metodi termogravimetrici o di titolazione per la determinazione del
contenute di acqua residuo [22, 23];
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~ metodi spettroscopici per la determinazione del contenuto di acidi nu-
cleici {spettroscopia u.v.);

— metodi colorimetrici per la determinazione del contenuto di pro-
teine [24];

- tecniche microanalitiche dei prodotti di digestione, in particolare tec-
niche di assorbimento atomico e colorimetriche per la determinazione della

composizione atomica del contenuto di ioni (esempi: contenuto di azoto [25],
di fosforo [20], ecc.);

— microanalisi dei prodotti di idrolisi o di ossidazione selettiva (eventual-
mente sottoposti in precedenza a modificazioni chimiche quali acetilazione,
Je-acetilazione, metilazione, ecc.), mediante tecniche cromatografiche (strato
sottile, carta, gas-liquido), analisi di aminoacidi [27] e teeniche colorimetriche
{ad es. per la determinazione del contenuto in acido sialice {28, 29], glucosio
e palattosio [30], gruppi acetilici [31-34], eec.);

— risonanza magnetica nucleare del C [36-40].

La caratterizzazione chimico-fisica dei polisacearidi meningococcici
{peso molecolare medio, dimensione meolecolare, configurazione anomerica e
conformazione, struttura, stato di aggregazione, ecc.) & stata sinora compiuta
soprattutte mediante:

~ metodi di gel-filtrazione;
— ultracentrifugazione analitica;

— analisi chimica dei gruppi riducenti (ad es. metodo del boroidruro tri-
ziato ¢ del boroidruro di sedio [17, 35]);

— varie misure chimico-fisiche, tra cui picnometria, viscosimetria, dif-
fusione di luce laser, rotazione ottica, risonanza magnetica nucleare del *C,
spettroscopia IR.

Una relazione pitt dettagliata snile conoscenze attuali dello stato di poli-
merizzazione e di aggregazione dei polisaccaridi meningococeici, in relaziene
alle loro proprieta immunogeniche, verra qui tralasciata. Nella presente ras-
stgna verranno seltanto riassunte le principali informazioni strutturali sinora
acquisite sulla composizione chimica e dimensione molecolare dei polisac-
caridi isolati da vari sierogruppi, in relazione soprattutte alla standardizza-
zione dei procedimenti analitici di controlle dei vaecini corrispondenti,

Nella Tab. 1 sono riportati alcuni dat{ fondamentali sulla composizione
chimica dei polisaccaridi isolati da vari sierogruppi di V. meningitidis. Nella
Fig. 1 sono illustrate le strutture delle unita ripetitive che costituiscono i po-
liraccaridi isolati dai sierogruppi principali.
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Fig. 1, — Struttura delle uynitd saecaridiche costitutive di aleuni polisacearidi meningo-
coeckel.
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3. — Polisaccaride del sierogruppe A.

Strutiura chimica.

Scherp e Rake dimostrarono nel 1935 clie 'antigene responsabile della
specificita sierologica del gruppo A & rappresentato da un polisaccaride con-
tenente sia fostoro che azoto [41]. Diect anni pin tardi questi risultati venivano
confermati da Kabat ¢ Coll. {13]. Informazioni piu: dettagliate sulla composi-
zione chimica sono state ottenute di recente da Gotschlic e Coll. [11] e suc-
cessivamente da Liu e Coll. {17], mediante l'impiego di varie tecniche micro-
analitiche ¢ chimico-fisiche. Questi studi hanno indicato che il polisaccaride
isolato dal sierogruppo A & costituito da unitd di N-acetil-mannosammina
fosfato (NAcMan-6P}, parzialmente O-acetilate, associate essenzialmente
mediante legami fosfodiesterici di tipo o (1-+6)}. Studi di risonanza magnetica
nucleare del *C hanno consentito di concludere che, alio state nativo, questi
polisaccaridi consistono esclusivamente di catene lineari di unita saccaridiche
completamente N-acetilate, associate soltante mediante i legami fosfodie-
sterici anzidetti (escludendo ciod l'esistenza di altri legami glicosidici, almeno
entro i limiti di sensibilita della tecnica [38]). L’uso di questa tecnica permet-
teva inoltre di localizzare i gruppi O-acetilici esciusivameante nelia posizione
C-3 dell’anello esapiranosidico, nonché di valutare la percentuale di O-ace-
tilaziene {ca. 70 9% nel ceppo 604 A, Laboratory Center for Disease Control.
Ottawa). Studi conformazionali compiuti ancora mediante "C-RMN hanno
indicato infine che il pelisaccaride assume confermazioni estese rispetto alla
rotazione intorno al legame O-Cl [37, 38, 42].

Dimensione molecolare.

Alcune informazioni dettagliate sulla dimensione, forma e stato di ag-
gregazione del polisagcaride sono state ottenute mediante tecniche cromato-
grafiche (gel-filtrazione su Sepharose 4B, ultracentrifugazione analitica, pic-
nometria, viscosimetria ¢ determinazione del numero di gruppi riducenti {11,
35. 43, 44]. La determinazione del peso molecolare medio e I’analisi del numero
di gruppi riducenti hanno fornite informazioni sullo stato di aggregazione di
due frazioni diverse [44] isolate per gel-filtrazione da una stessa preparagione
di polisaccaride. La prima frazione (A-1), di peso molecolare medio PM ~
167.000 Daltons, appariva costituita in media dall’aggregazione di circa 6
catene di 98 residui NAcMan—6P, mentre la seconda (A-2) di peso molecolare
.1?1\_1_\425.000, era costituita dalla aggregazione di due catene Junghe in media
42 residui. La natura delle interazioni responsabili della formazione di tali
aggregati non ¢ nota, sebbene i dati di °C RMN escludano, come detto, che
si tratti di eross-links di tipo glicosidico [38).
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Le differenze osservate nella lunghezza media delle catene che costitui-
scono le due frazioni A-1 e A-2 sone attribuite alla termolabilita del pelisac-
caride di sierogruppo A in soluzione [21]. A causa di tale termolabilita si assiste
infatti ad una progressiva diminuzione del peso molecolare medio del poli-
saccaride, disciolto in mezzo acqueso e conservato a temperature superiori
a 4 °C. Poiché, come sari discusso nel seguito, I'immunogenicita del poli-
saccaride dipende strettamente dalla sna dimensiene molecolare, [a termola-
bilita di questi preparati diviene un punto fondamentale nella standardizza-
zione chimico—fisica dei controlli di qualitd dei corrispondenti vaccini [45).
Il problema di aumentare la termoatabilita di questi polisaccaridi & stato af-
frontato di recente in alcuni laboratori. In particolare & stato dimostrato che
I'aggiunta di piccole quantita di lattosio alla soluzione acquosa del polisac-
caride, prima della sua liofilizzazione, ne aumenta netevolmente la termo-
stabilitd a temperatura ambiente, una volta che esso venga riportato in so-
luzione [21, 46].

4. — Polisaccaridi dei sierogruppi B e C

Struttura chimica.

Isolato per la prima volta da Watson e Scherp nel 1958 [12] e identificate
da Watsen, Marinetti e Scherp [47] come omopolimero dell’acido N-acetil-
neuraminico (NANA), il polisaccaride di sierogruppo C & stato ottenuto nel
[969 da Gotschlich e Coll. [11] in forma purificata e ad un alto peso molecolare,
Analisi chimiche, compiute nel 1971 da Liu e Coll. [35] hanne meglio caratteriz-
zato sia questo polisaccaride, sia quello isolato dal sierogruppo B, anche esso
identificato come omopolimero dell’acide 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 polisacearidi di gruppo B e C sono le seguenti:
1) le unitd NANA sono congiunte con legame o (2—+8) nel polisaccaride B e
con legame o (2->9) nel polisaccaride C; 2) il polisaccaride B presenta una
maggiore resistenza alla metanolisi catalizzata da acidi, mentre il pelisacca-
ride C & pih resistente all’azione della neuraminidasi.

A causa dei problemi connessi con I'instabilita chimica dei residui NANA
in ambiente acido, I'nso di tecniche non distruttive quali la *C-RMN & ap-
parse particolarmente utile per caratterizzare la struttura dei polisaccaridi
B e C allo stato native [37, 39]. In particolare, nel caso dei polisaccaridi del
sierogruppo G, dati spettrali di *C-RMN hanno consentito di ottenere infor-
mazioni dettagliate sul grade di O-acetilazione ¢ sulla localizzazione di tali
sostituenti sui residui NANA. Nei polisacearidi di sierogruppo € iselati dal
ceppo 2241 (Laboratory Center for Disease Control, Ottawa) & stata valutata
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la presenza di 1,10 sostituenti O-acetilici per ogni residuo NANA; 24 v/
dei residui stessi apparivano completamente non acetilati in due posizioni

-

{C-7 ¢ C-8) oppure in una soltanto (preferenzialmente in C-7).

Dimensione molecolare.

Analogamente al polisaccaride di sierogruppo A. i polisacearidi dei siero-
gruppi B ¢ C sono stati studiati con varie tecniche chimico-fisiche per deter-
minarne peso molecolare medio, forma e stato di aggregazione, In particolare.
la determinazione quantitativa del numero di gruppi riducenti ha consentito
di ottenere alcune informazioni sulle stato di aggregazione medio di varie
frazioni separate da preparati polisacearidici di gruppi B e €, mediante croma-
tografia su colonna di Sepharose 4B [44]. Nel caso dei polisaccaridi di siero-
gruppo C. sono state jsolate due frazioni consistenti rispettivamente di 7 e
di 3 catene di residui NANA. tutte di peso molecolare medio PMx45.000
Daltons {circa 150 residui). La differenza tra le¢ due frazieni polisaccaridiche
(di peso molecolare medio rispettive 325.000 e 140.000 Daitons) era pertanto
attribuita ad un diverse state di aggregazione, piuttosto che a differenze nella
lunghezza media delle catene. La frazione di polisaccaride B esaminata (PM ~
26.00M) Daltons} consisteva invece essenzialmente di eatene singole, di lun-
ghezza media di 76 residui NANA [35, 44]. In conclusione, la lunghezza media
delle catene della frazione polisaccaridica isolatz dal sierogruppe B risultava
circa la meta di quella delle catene delle frazioni polisaccaridiche isolate dal
sicrogruppo C. Le ragioni strutturali di queste comportamento, nonché delle
difficolta di ottenere frazioni di polisacearide B caratterizzate da catene pii
lunghe [35, 44], non sono note. Liu e Coll. [44] ipotizzano che esse vadano
ricercate nei particolari stati confurmazionali (peraltre non noti) che il poli-
saccaride pud assumere in soluzione. Gli stessi AA. hanno anche proposte che
Pincapacita del polisaccaride B di formare aggregati stabili {del tipo di quelli
del polisaccaride C} potrebbe essere uno dei fattori rilevanti nel determinare
la scarsa immunogenicita del polisaccaride B nell'vomo, Questi problemi
indicano la necessitd di approfondire ulteriormente gli aspetti strutturali «
conformazionali di questi polisaccaridi in seluzione, Una attenta analisi dei
parametri chimico-fisici (coeflicicnte di sedimentazione, viscosith intrinseca.
fattore di forma, ecc.), valutati per le frazioni polisacearidiche anzidette (B
¢ C [44]). sembra indicare che le evidenze sperimentali non siano in realtd
ancora sufficienti a giustificare 'ipotesi che le catene di polisaccaride B assu-
mano strutture steriche drasticamente diverse da quelle del polisaccaride C,

5. — Polisaccaridi di altri sieregruppi

La composizione chimica del polisaccaride di sierogruppo X & stata iden-
tificata da Bundle e Coll. [14] in un polimero composto di unita ripetitive di

Apn. ot Super. Sactd {1978) 1. Th-51s
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2-acetamido—2-deossiglucopiranosil-fosfato. 1 risultati di metodi microana-
litici, uniti a quelli di studi chimico-fisici (rotaziome ottica, IR, RMN)
hanne indicato che il polimero non & O-acetilate ¢ che i residuni costituenti
assumono la configurazione «. I problema della localizzazione del legame tra
i residui & stato definitivamente risolto dalP’analisi degli spettri *C-RMN [38]
che hanno indicato che esso & di tipo « (1-+-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 109.000 Dal-
tons}. Tuttavia P’alte valore di peso molecolare, determinato con tale metodo,
non corrisponde alla stima della Junghezza media delle catene, determinata
mediante analisi dei gruppi riducenti {PM «215.000 Daltons, corrispondenti a
circa 50 unitd). Questi dati indicano che anche il polisaccaride X tende a for-
mare aggregati [15].

Studi di "C-RMN, condotti parallelamente ad analisi chimiche dei pro-
dotti di idrolisi hanne indicate che il polisaccaride di meningococco di siero-
gruppe Y (ceppo 548, Laboratory Center for Disease Control, Ottawa) &
costituito da proporzioni equimolari di D—glucesio e di acido sialico; tutti i
legami sono nella configurazione « e congiungono il carbonio C-6 det D-glu-
cosio con il C—4 deli’acido sialico [40]. I due residui si alternano regolarmente
lungo la catena polisaccaridica, che risulta inoltre parzialmente Q-acetilata,
Sulla base dell’analisi strutturale il polisaccaride Y {ceppo 548) & risultato
tdentico al polisaccaride Bo (ceppo 2841) in accordo con i dati sierologici [48].

Il polisaccaride di sierogruppo W 135 differisce da quello del sierogruppo Y
per V'assenza di O-acetilazione e per la diversa configurazione di un singolo
gruppo ossidrilico sull’unitd disaccaridica ripetitiva [40] (unita di D-galat-
tosio sostituite a quelle di D—glucosio).

L’antigene polisaccaridico della capsula di N. meningitidis di sierogruppo
29-E & costituito da proporzieni equimelaxi di acidoe 3—deossi—-D-manno—
octulosonico (KDO) e di 2-acetamido-2-deessi-galattosie [49]. La presenza
di KDO & stata ricoposciuta in passato tra i componenti lipopolisaccaridici
della parete cellulare di E. coli e vari altri batteri Gram-negativi {inclusa
N. meningiridis [50]}, dove esso tipicamente svelge il ruolo di congiungere la
parte poliszccaridica a quella lipidica. IV, meningitidis di sieregruppe 29-E
& state il primo organismo batterico in cui sia stato dimostrato che il KDO
pub essere agsociato unicamente ad un componente saccaridice. Studi micro-
analitici e chimico—fisici hanno indicato che il KDO nel polisacearide 29-E
assume configurazione D ed ¢ legato in C—7 oppure in C-8. Spettri di “C-RMN
hanno dimostrato, infine, che il polisaccaride & O-acetilato [38].

Apn, faf, Nuper, Sanitd (1078) 14. 7218
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IMMUNOGENICITA DET POLISACCARIDI MENINGOCOCCICI

Le basi immunologiche per la preparazivne dei vaccini anti-MCS deri-
vano essenzialmente da dati epidemiolegici, comprovanti che gli individui
colpiti da questa malattia sono privi di anticerpi umorali rivelti verso i me-
ningococchi; la MCS, infatti, si manifesta piu per particolare sensibilita del-
I'individuc ospite, che per innata virulenza dell’agente infettante; il contatto
con ceppi di N. meningitidis non comporta necessariamentc I'insorgenza
della malattia, ma pud anche causare soltanto la presenza del microorga-
nismo nel nasofaringe per settimane o mesi. E stato inoltre osservato che la
malattia si manifesta prevalentemente neil’infanzia e nelle popolazioni
« chiuse», con conseguente immunith permanente protettiva, e che le epide-
mie hanno luogo periodicamente {ad esempio negli USA con circa 14 anni
di intervallo), a conferma della necessita, per lo sviluppo della malattia. di
una popolazione immunolegicamente vergine, La dimestrazione della pre-
senza di anticorpi anti-meningococco [3] nel siero umano e le osservazioni
precedenti dimostrano che nell'vomo la risposta immunologica & mediata da
anticorpi umorali; esiste inoltre una correlazione tra eta e malattia, dipenden-
te dalla presenza di anticorpi naturali [4]. Si osserva infatti che nei neonati.
che ricevono gli anticorpi materni attraverso la placenta, la malattia non &
presente, mentre ne sonc colpiti i bambini dai sel mesi ai due anni, privi d
anticorpi naturali. Dai due anni in poi aumenta la resistenza ai meningo-
cocchi, in quanio si aequista una immunita naturale dovuta alla presenza
asintomatica del mieroorganisme nel nasofaringe [4].

Gia prima dei lavori di Gotschlich del 1969 si era cercato di provare la
immunogenicita dei polisaccaridi isolati da ceppi di N, meningitidis in volon-
tari umani [13, 52]. Tali prove ebbero scarso successo. in quanto i polisaccaridi
usati avevano un basso peso molecolare {circa 50.000 Daltons). In seguito
Kabat [53} dimostrd che i destrani sono buoni immunogeni nell’uomo solo se
hanno un peso molecolare superiore a circa 100.000 Daltons, Quande Got-
schlich e Coll. [11] isolarono, dopo precipitazione con cetavion, dei polisac-
caridi di peso molecolare superiore a 100.000 Daltons, si aprirono nuove pro-
spettive nella preparazione dei vaccini anti-MCS. Furono effettuate prove di
campo su volontari umani, che confermarcne il ruolo di questi polisacearidi
ad alto peso molecolare come possibili immunogeni [2]. Tale materiale si di-
mostrd innocuo nell’'uomo, I vaccini isolati dai sierogruppi A ¢ C vennere
successivamente preparati su larga scala e provati, oltre che nelle reclute
militari, anche nelle popolazioni nelle epidemie del Brasile e della Finlandia.

Va inoltre considerato che, allo scope di ottenere vaceini il piu possibile
efficienti ed a basso costo, vengono preparati vaceini combinati, cosi che in
una singela iniezione possanc essere somministrati due antigeni. Ad esempio
il vaceiny combinato di polisaccaridi meningococcici dei sierogruppi A e €

Amn, Bt Sapre, Snitd {107 14, T8 -a 18
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offre notevoli vantaggi quando ambedue i sierogruppi sono causa della malattia
in una stessa popolazione, come & avvenuto durante I'epidémia del Brasile
del 1974-75 [54].

11 polisaccaride del sierogruppo B, invece, si & dimostrato non immuno-
genico nell’womo; si & quindi ricercato il ruolo della proteina STA (serotype
antigens) presente in esso come possibile immunogeno [55]. Questo meninge-
cocco & stato suddiviso in dodici distinti sierotipi che ne haono permesso
o studio epidemiologico; il sierotipo 2 & associato al 50 9 di casi di MCS
dovuti al sierogruppo B [56]. (*)

Circa 1’80 %, di persone adulte che hanno ricevuto una singola dese di
50 ug di vaceino A e C, presentano anticerpi omologhi dosabili, appartenenti
alle classi IgG, IgM ed IgA. La misura degli anticorpi & effettuata attualmente
mediante quattro test principali:

1) Test battericida [3]. E un metodo abbastanza sensibile e non richiede
I'uso di antigeni purificati. Per questa prova risultano particolarmente eritici
sia i terreni usati per la crescita dei meningococchi, sia 'origine del comple-
mento; risulta quindi difficile confrontare i dati provenienti da laboratori
diversi.

2) Emoagglutinazione indiretta [11]. Tale metodica & di facile applica-
zione ed altamente specifica, sebbene i risnltati 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 & anche usato
per la determinazione di anticorpi antipneumaococeo) ¢ in realtid laborioso e
poco sensibile, ma tuttavia utile, poiché, data la sua precisione, si presta ad
un confronte quantitative della rispesta anticorpale ai due pelisaceanidi.

4) Saggio radicimmunologice [57). Tale tecnica, che & senz’altro la pit
sensibile, presenta gli unici svantaggi dell’uso di sostanze radioattive e del-
I'alto costo dell’equipaggiamento.

Si trovano buone rispeste anticorpali tra le due e le quattro settimane
successive alla vaceinazione, e generalmente esse si mantengono su buoni
livelli per un lungo periedo prima di declinare: infatti per il polisaccaride
di gruppo C si ha persistenza per almeno quattro anni, e per il gruppo A per
quattordici mesi [58].

(*) 1l sierotipo 2 & associatn, oltre che al sicrogruppe B, anche ad altri sierogruppi
quali C, Y ¢ W 135 (v. nif. 33 ¢ riferimenti in esso citati). In particolare, questo antigene &
responsabile per 1'80 %, dei casi di meningite dovati al grappo C. Anche ghi anticorpi direti
contro gli antigeni non-capsulari esercitano effetti protettivi contro la MCS.

Lwm, Fet, Nuper, Sanibe (1972 14, D03 318
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STANDARDIZZAZIONE DEI VACCIN]I MENINGOCOCCICL:
CONTROLL1 CHIMICO-FISICL. IMMUNGCHIMICI E BIOLOGIC)

1 vaccini preparati con i polisaccaridi di meningococco appariengono
ad una nuova classe di vaceini, per la quale sono stati descritti requisiti chi-
mico-fisici ben precisi. Infatti questi prodotti, costituiti da polisacearid: al-
tamente purificati ¢ chimicamente definiti. vengono caralterizzati in base alia
loru composizione chimica e alla dimensione molecolare, Il problema fonda-
mentale & costituito dal fatto che N. meningitidis non & patogena per specic
animali diverse dall'uomo ¢ che la risposta anticorpale a questi vaccini osser-
vata nell'uomo & diversa dalla riposta che si pud ottenere in animali da labo-
ratorio. It controllo in vive dell'immunogenicita di questi preparati si potrebbe
pertanto eseguire soltanto sull'womo. In assenza di modelli animali acecettabili
sono quindi necessari dei controlli di laboratorio diversi da quelli che si usana
normalmente per altri vaccini.

Attuzalmente disponiamo sia delle 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 ed A/C {combinati).

Controlli chimico—fisici

Tutte le analisi debbono basarsi sul peso secco del polisaccaride sotto
forma salina.

Umiditd residua.

I polisaccaridi meningococciei di gruppe A e C purificati ¢ liofilizzati
sono altamente igroscopici e il livello di umidita del prodotte & determinante ai
fini della sua stabilita [9]. E noto, ad esempio, che prodotti con un contenuto
di idratazione del 4 9, sono meno stabili di quelli con contenuto dell’l %,

Per la determinazione finale del contenuto in acqua della polvere, POMS
consiglia tre metodi alternativi, da scegliere in base alle disponibilita stru-
mentali dei laboratori preposti all’analisi, ed alle disposizioni emanate in
proposito dalle autorita di controlio nazionali.

1) L’analisi termogravimetrica costituisce il metodo di clezione, essendo
la piti efficace e sensibile. Questa analisi deve essere eflettuata per i due poli-
saccaridi di gruppo A e G alla temperatura di 50 oC, E da notare. tuttavia,
che per quanto riguarda il gruppo €, data la maggiore stabilitd di questo
polisaccaride, alecuni AA. [43] suggeriscono di effettuare le misure ad una
temperatura di lavere di 100 <C, allo scopo di raggiungere piu rapidamente
il peso costante.

2) Metodo di titolazione sccondo Karl Fischer [23].

Lbanl Isf Seper, Swwifa {19720 14, T 813
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3) Metode di perdita di peso dopo essiccamento su Py0;, sotto vuoto,
a 37 oC. 1l contenuto finale di umidita, cosi determinato, non deve superare
il 2,5 %, secondo le raccomandazioni OMS; tuttavia viene riportato da Wong
e Coll. [45] che i prodotti di pikt alta qualitad presentanc spesso un grade di
umidita inferiore all'l 9.

Determinasione della composizione chimica.

Contenuto di gruppi O-acetilici. — 11 prodotto finale deve avere un con-
tenuto di O-acetile uguale o maggiore di 2 mmol/g di polisaccaride di gruppo A
e di 1,5 mmel/g per il polisaccaride di gruppo C. Questo contenuto deve essere
determinato con il metodo di Hestrin [34] (usandoe come standard cloruro di
acetilcolina), senza I’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 mmel/g.

L’importanza dei gruppi O-acetilici in relazione alla immunogenicita
i questi vaceini non ¢ stata ancora provata; questo dato & tuttavia indicativo
di eventuali trattamenti chimici superflui durante i processi di isolamento e
purificazione.

Contenuto di fosforo inorganice nel vaccino di sierogruppe A.— Il conte-
nuto di fosforo non deve risultare inferiore all’8 %, di pese 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 nen deve essere inferiore al 60 9, di peso secco.

Contenuto di acido sialico nel vaccino di sierogruppe C. — Il contenuto
di acido sialico (calcolato come acide N-acetilneuraminico libero, PM = 309)
non deve essere inferiore all'80 4 2 9 del peso secco. Per questo desaggio
si segue il metodo di Svennerholm [28], usando come riferimento acido sialico
di purezza maggiore al 99 9.

Contenute di proteine. — Il contenuto di proteine, determinato secondo il
metodo di Lowry {24], usando come riferimento BSA cristallina, deve risuitare
inferiore ali’l %, per i due gruppi di vaccini.

Contenuto di acidi nucleici. — (Questo dosaggio va effettuato mediante
asgorbimento all'w.v. a 260 nm, su materiale privo di sali o di altri prodotti
chimici aggiuntivi. Il contenuto di acidi nucleici deve risultare inferiore al-
I'L % (in peso).

Ann. fab. Super. Naniti (1975) 14, 783318
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Dimensione molecolare. — Gli antigeni di sierogruppo A e € sono eterogenei
nella distribuzione del peso molecolare determinato mediante analisi di sedi-
mentazione in uliracenirifuga analitica [45]. La loro dimensione molecolars
media vienc determinata mediante tecniche di gel-filtrazione su eolonna i
Sepharose 4B. La cromatografia deve essere effettuata in un solvente di forza
ionica 0,2 mol;Kg. Il peso molecolare viene determinato misurando la distri-
buzione del cocfficiente di ripartizione (K,) del polisaccaride nel picco mag-
giore della curva di eluizione. Almeno il 65 %, del polisacearide di siero-
gruppe A e almeno il 75 % del polisacearide di sierogruppoe € debbono essere
raceolti prima di raggiungere il valore di K,, = 0.50.

Controlli immunechimici

Tests per la specificita sierologica ed identitd. -— Questi controlli, eseguiti
mediante la tecnica di inibizione dell’emoagglutinazione passiva, permettonoe
sia di identificare il prodotto, che di riconoscere la presenza di antigeni poli-
saccaridici eterologhi presenti nei vaceini. Per il test di specificita sierologica
I'inibizione dell'emoagglutinazione deve essere effettuata separatamente per
ogni polisacearide ¢ 'antigene dovra inibire specificamente I"agglutinazione di
critrociti sensibilizzati com il corrispondente antigene meningococcice, da
parte di anticorpi specifici contro lo stesso sicrogruppo. Per quanto riguarda
il test di identitd non deve esserci inibizione alla concentrazione minima di
100 pg'ml, da parte del vaccino in esame (A o C) dell’emoagglutinazione del
pulisacearide eterologo (U o A), Olire a questo metodo, nel lavoro di Wong e
Coll. [45] ¢ riportato allo stesso scopo il test della controimmuncelettroforesi,
che si rivela utile solo come test di conferma, in guanto la presenza di piccole
impurezze, dovute a contaminanti di basso peso molecolare, rivelate dalla
emoagglutinazione indiretta, potrebbero nen essere evidenziate con tale
metodo.

Controlli biologici di sicuresza

Tali controlli (sterilita, tossicita anormale, verifica dell’assenza di piro-
geni) sono gli stessi di quelli richiesti per gli altri vaccini, Essi possono essere
eflettuati utilizzando I tecniche standard e usando le dosi sotto specificate.

Per quanto riguarda la sterilita occorre ricordare che i metodi di prepara-
#ione e purificazione di questi polisaccaridi non consentono ¢ non prevedono
la lavorazione in condizioni asettiche. Il prodette finale, diseiolto in condi-
zioni di lavoro asettiche in una soluzione adatta, prima della liofilizzazione
viene sterilizzato mediante filtrazione su membrana (dimensione dei pori

0,22 ym) [7-9).
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Test di tossicite anormale.

«) Tossicita in cavie: almeno 5 cavie del peso di circa 350 g debbono es-
sere inoculate intraperitoneo con 500 ug di polisaccaridi.

b) Tossicita nel topo: almeno 35 topi del peso di circa 18 g debbono cssere
inoculati intraperitoneo con 100 ug di polisaccaridi.

Verifica dell’assenza di pirogent.

Il vaccino ricostituito deve essere diluito in soluzione fisiologica apiro-
gend in modo che ogni coniglio riceva le seguenti dosi di polisaccaride per Kg
di peso corporeo:

- vaceino di sierogruppo A: 0,025 ug;
— vaceino «i sierogruppo C: 0,025 ug;

— vaceino polivalente di sierogruppi A ¢ C: 0,050 ug,

Conservasione det vaccini

Data la termolabilita del polisaccaride di sierogruppo A, POMS racco-
mandava in passato di conservare i corrispondenti vaceini a —20 °C,, tempera-
tura alla quale la velocita di depolimerizzazione risaltava trascurabile. Poiché
Faggiunta di agenti stabilizzanti quali il lattesio (a concentrazioni comprese
tra 2,5 e 5 mg per dose wnana i polisaccaride} rallenta drasticamente la
velocitd di depolimerizzazione di questo vaccine dopo ricostituzione, 1"0MS
ha recentemente modificato la normativa vigente relativa alla temperatura
di conservazione, unificando per i due vacemi lu temperatura richiesta nell’in-
tervallo tra 2 ¢ 8 °C.

Verifica delle concentrazione di polisaccaride nel prodotte finale

E necessario verificare che il vaceine di sierogruppo A contenga almeno
75 mg i fosforo per g di polisaccaride e che il sterogruppo C contenga 750 mg
di aeido sialico per g di polisaccaride. Per il sierogruppe A, data la presenza
di lattosio, & necessario dializzare il prodotto rienstituito contro 30 volumi di
H,O per 12-18 ore, ad una temperatura compresa ira 2 e 8 °C, prima del
fosaggio.

PROSPETTIVE FUTURE PER LA CARATTERIZZAZIONE E 1A
STANDARDIZZAZIONE DEI VACCINT MENINGOCOCCICT

Come si & detto nelle precedenti sezioni, la risposta anticorpale a N. me-
ningitidis & diretta sopratiutio contro componenti della superficie cellulare,
yuali i polisaccaridi della capsula {gruppo-specifici) e strutture antigeniche

e Bap Nacper, Neniti (L0TR) T4, 500 alM
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meno definite (tipo—specifiche e cross-reagenti). L’Organizzazione Mondiale
della Saniti incoraggia ricerche ulteriori nei campi microbiologico, chimiso-
fisico ed immunologico, rivolte a conseguire conoscenze pit approfendite
sugli antigeni di superficie, al fine di migliorare la preparazione di vaceini
anti-MCS. Infatti alcune evidenze sperimentali hanno anzitutto dimostrato
che altri componenti molecolari, oltre ai polisacearidi, possono indurre anti-
corpi protettivi. Appare¢ pertanto interessante individuare ¢ isolare questi
componenti, in vista della possibilita di indurre con essi una protezione anti-
MCS estesa a pilz sierogruppi. Inoltre, la presenza di anticorpi sierici specifici
contro I'antigene di sierotipo 2 in bambini @i etd inferiore ai due anni, che
hanno contratto malattie meningococciche dovute ai sierogruppi B e C di
sierotipo 2, indica la potenziale immunogenicita dell’antigene proteico nella
prima infanzia [35] e pone interessanti prospettive per la preparazione even-
tuale di vaccini corrispondenti, Questi ultimi vaccini nen sono stati, pero.
ancora standardizzati a suflicienza da permettere conclusioni finall relative
a completi e corretti controlli di qualita. E utile altresi ricordare che alcuni
polisaccaridi meningococcici risultane oggi scarsamente immunogenict nel-
Puomo (esempio rilevante quello gid menzionato del polisaccaride di siero-
gruppo B), mentre 'efficacia immunoprofilattica di polisaccaridi isolati da
sierogruppi minori & ancora in fase di studio, Anche i polisaccaridi isolati dai
sierogruppi A e C, nonostante il loro vasto e utile impiego come vacceini, pre-
sentano certamente alcune carenze rispette ad un cemplete controllo immu-
noprofiiattico della MCS. Infatti i polisaccaridi di sierogruppoe C non risuitano
efficaci in bambini di pochi mesi di eta; inoltre 'immuniti indotta nell’'vomo
dai polisaccaridi di sierogruppo A e C & strettamente limitata al sierogruppo
da cui gli stessi polisaccaridi sono stati isolati. Al fine di aumentare Peflicacia
immunogenica dei polisaccaridi meningococcici nell’'uomo, viene oggi sugge-
rita Popportunitd di somministrare il polisaccaride coniugato a proteine car-
rier, oppure insieme ad opportuni adiuvanti,

La messa a punto di nuove tecniche immunochimiche potrebbe, inoltre.
risultare particolarmente utile ai fini di un pil efficace controlle di questi vac-
cini. La teenica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) adattata per la
determinazione di antigeni polisaccaridici si & rivelata sensibile e specifica
anche applicata, con alcune varianti, al dosaggio degli anticorpi [59]. Il me-
todo ELISA potra essere usato in alternativa al metodo RIA (radicimmu-
noassay), con il notevole vantaggio, rispetto a quest’ultimo, di evitare I'uso
di sostanze radioattive.

Il grave problema costituito dalla mancanza di modelli animali accetta-
bili su cui sia possibile provare Iefficacia di questi vaccini polisaccaridici
potra alternativamente essere risolto con I'impiego di queste tecniche pil sen-
sibili, che hanno gia dato risultati incoraggianti nei topi [60]. Alcuni progressi
nella sperimentazione animale sono stati effettuati di recente su babuini [61].

Apn. 1et, Super. Sunifig (1973) 14, vo3-8ix
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D’altra parte, come anche rilevato esplicitamente dal Gruppo di Esperti
per il controllo della meningite cerchrospinale del’OMS [6], una migliore
conoscenza della struttura e conformazione det vari polisaccaridi meninge-
coocici risulterd essenziale ai fini Ji razionalizzare 1 meccanismi molecolari
che regolano I'attivitd immunogenica di tali sistemi. In questo contesto &
necessario compiere ulteriori ricerche sperimentali per meglio comprendere il
ruole ¢i parametri chimico-fisici quali peso molecolare medio, struttura e for-
ma degh aggregati presenti nelle frazioni polisaccaridiche isolate mediante
wel-filtrazione. Infatti, sehbene la composizione chimica di molti polisaccaridi
meningococeici sia stata completamente chiarita in questi ultimi anni, ancora
scarse sono le informazioni sulla struttura sterica (secondaria, terziaria, qua-
ternaria} di questi sistemi molecolari, nonché sulla possibilita degli aggregati
i passare da stati pii1 ordinati a stati meno ordinati, mediante « transizioni»,
possibilmente regolate da parametri qual forza ionica, temperatura ecc. Tra
gli studi chimico—fisici recentemente sviluppati in questa direzione, quelli che
si avvalgono delle tecniche RMN [36-40] e di diffusione della luce Jaser
[62-64] appaiono particolarmente interessanti. La potenzialita dell’'uso della
"*C-RMN per identificare in modo rapide 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 & 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-
sociativi ed evidenziare eventuali meccanismi molecolari di transizione Ja
stati meno ordinati a stati pit ordinati. Nel caso della tecnica di diffusione
della huce laser, usata di recente per io studio di polisaccaridi di sierogruppe
C [62-64], i vantaggi piu rilevanti del metodo vengone ravvisati nella sua
natura non distruttiva, oltre che nella elevata sensibilita. In particolare, un
lavoro apparso di recente su questn argomento [64] ha dimostrato che una
corretta standardizzazione delle condizioni sperimentali (forza ionica, pH,
controllo deil’equilibrio Qi dissoluzione) pud condurre ad un’accurata deter-
minazione del coefficiente di diffusione traslazionale medio, del raggio di gira-
zione e del raggio di Stokes degli aggregati, in funzione della forza ionica.

Desideriameo ringraziare il Prof. . Vieari per il continuo incoraggiamento e i numerosi
consigli durante I'elaborazione di questa rassegna; la Prof. C. Collotti e il Dr. G. M. Bisso per
la lettura eritica del manoscritto.

Ricevnto il 27 ottobre 1978,
Accettato il 18 novembre 1978,
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APPENINCE

Purificazione di polisaccaridi meningocvoccici (%)

Isolamento di polisaccaridi - grezzi ™

COETURA OMOGCENEA (#4 1). ereseintn 1216 ore. eontrifigoata 9% min. 2500 x g
in 80 bottighic da 1.5 I}

SEDIMENTO (ccllule} (scartato} . .

SOPRANATANTE (scurtuto)

PRECIPITATO (DNA. RNA. proteine}
{=cartato)

SOPRANATANTLE (scartato)

SOPRANATANTL (scariati}

SOPRANATANTE (40 1)

inenbare per una notte eon 0. Y%, di
cetavlon a ¢ 1 "L: centrifugave 15 min,
2500 x g in 30 hottighe da 4.5 1 (3x)

PRECIPITATO (cotnplesso polisaccaride
~cetavlon)

dissociure con ca. 20¢ ml] CaCl, 1M

aggiungere ca. 70 ml di etanole alla
concentrazione finale 23 9, v/iv;

centrifugare 15 min 50.000 x g.

SOPRANATANTE

aggiungere 73 mi di etanolo alla cou-
centrazione finale 84 %, v/v:

centrifugare 3 min 1000 x g

PRECIPITATO

lavare con 100 m] di etanolo assolute;
centrifugare 3 min MU x g;

lavare con 104 ml di acetone:
centrifugare 5 min 1000 x g

lavare con 100 ml di etere:
centrifugare 5 min 1600 x g:

PRECIPITATO

ascingare sotto vuote se PG,

POLISACCARIDY. « GREZZO»

{*) Traduzione dullingle-r del dosumente WHO 1975 -10-17. Hijh< Inclitmn Ywor de Valhsgrzondheid.
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Segue: APPENDICE

Purificazione di polisaccaridi meningogoccici

POLISACCARIDE « GREZZO»: sciogliere 2 g in 100 ml di Na-acetato (0,1 sat.)
pH 7.2; estrarre ron 100 ml di fenolo—acetato (100 g fenolo in 40 ml Na-acetato (0.1 sat.) |

]
Purificazione finale
pH1.2; cemtrifugare 20 min ¢ 10.000 x g (3x) |

Log "ENOLO: ¢ . 1
STRATI DI FENOLO: estrarre con acrjua { STRATI DI ACQUA |

'\ centrifugare 20 min 1000 x g-
i

v eombinati

f| STRATI DI ACQUA J |

STRATIDIFENOIG . . . .. .. -If dializzare 24 ore contro CaCl, 0,1M; )
\ i_ centrifugare 53 ore 100.000 x g, .
| PRECIPITATO (endotossina lipopoli- || SOPRANATANTE
E saccaridica) (scartato} . . . . . . {I agginngere etanole fine a B0 ), v/v; I
lL centrifugare 5 min 1000 x ¢ |
l |
If fl PRECIPITATO ‘;
| r| lavare eon 100 ml di etanolo assoluto;
' i centrffugare 5 min 1000 x g;
| SOPRANATANTE (scartato) . . . . . 3 lavare con L00 ml di acetone: :
! | centrifugare 3 min 1000 x g; |
i : lavare con 100 ml di etere; |
| L centrifugare 5 min 1000 x g \
|| '
. SOPRANATANTE (scartato) . . . . . {r PRECIPITATO |
‘ L seccare sotto wvaote su P.O, f

| POLISACCARIDE PURIFICAT(O

I ca. 50 %, di resa, calcolata rispetto al
| contenuto di polisaccaride del mezzo di
' coltura fluido, dopo eliminazione delle
‘ ‘ cellule.
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