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Etude electrophordtique et immuno6lectrophordtique
des antigenes de Neisseria meningitidis

B. PROST,1 M. VANDEKERKOVE2 & J. NICOLI 3

Les antigenes de Neisseria meningitidis peuvent etre separes par electrophorese en
deux groupes que l'on retrouve dans tous les types se'rologiques: un groupe de polyosides
acides et un groupe de proteines.

En immunoelectrophorese, les polyosides re'agissent avec les seuls antise'rums specifiques
de type et sont donc le support de la specificite de type immunologique. Les me'ningocoques
du type B renferment des polyosides de mobilitJe'lectrophoriftique analogue, mais aucun
anticorps pre'cipitant n'a pu e'tre mis en evidence. 1l existe une protc6ine basique commune
a tous les types serologiques et cinq antigenes proteiques mineurs dont la signification doit
encore etre preisee.

La methode immunoelectrophore'tique, simple, permet la confirmation du diagnostic du
type serologique ou l'identification de certaines souches de meningocoques non typables par
les me'thodes usuelles.

La structure antig6nique du meningocoque a fait
l'objet de travaux dej"a anciens (Rake & Sherp, 1933;
Menzel & Rake, 1942). La presence d'un polyoside
specifique du type s6rologique, d6ji connue dans le
groupe C (Watson, Marinetti & Sherp, 1958), a
recemment 6te confirmee (Bideau, 1968; Gotschlich,
Liu & Artenstein, 1969; Bideau et al., 1970). I1 est
possible de mettre rapidement en evidence les
constituants antig6niques du m6ningocoque par des
techniques simples d'electrophorese et d'immuno-
electrophorese.

Ces techniques ont permis l'identification, 'a cote
d'un polyoside acide spdcifique de type, d'une
proteine basique commune i tous les types de
l'espece Neisseria meningitidis.

MATERIEL ET METHODES

Les meningocoques etudies, des types A, B, C,
X, Y, appartiennent 'a la collection du Centre inter-
national OMS de reference pour les meningocoques.
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Obtention des antigenes bacteriens

Apres culture sur milieu solide (Mueller-Hinton,
1941), les germes sont repiques en milieu liquide
de Watson et Sherp (1958); les fioles sont incu-
bees a 37°C sous agitation continue et les germes
recueillis i la 18e heure.
Apres centrifugation et lavage en tampon glyco-

colle 0,05 M, pH 2,6, les antigenes sont extraits par
un tampon tris-HCl 0,05 M, pH 9,0, pendant
48 heures it +4°C.
La suspension bacterienne est centrifugee 'a

28 000 g pendant 10 minutes, puis 'a 100 000 g
pendant 2 heures, pour sedimenter le lipopoly-
saccharide endotoxique; le surnageant constitue la
solution d'antigenes (Bideau, 1968; Bideau et al.,
1970). Il a ete montre en microscopie electronique
que le materiel extrait correspondait 'a la solubilisa-
tion de la couche superficielle trilamellaire de la
paroi du germe (Cesarini et al., 1967).

Electrophorese; immunoelectrophore'se

Les tests sont pratiques sur acetate de cellulose
gelifie (Cellogel) en tampon Veronal-EDTA de
pH 9 et de force ionique 0,05 1 sous 280 volts
pendant 30 minutes.

I Diethylbarbiturate de sodium: 5,15 g; sel tetrasodique
de 1'acide ethylene-diamine tetraac6tique: 2,60 g; eau:
q. s. pour I litre.
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FIG. 1
ELECTROPHORESE DES ANTIGENES MENINGOCOCCIQUES SUR ACETATE DE CELLULOSE GELIFIEa
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£ Courbes densitom6triques des 6lectrophoregrammes obtenues sur appareil Vitatron.

La r6v6lation des composes glucidiques est obte-
nue par le Bleu Alcian, celle des protdines par
I'Amidoschwarz ou le Rouge Ponceau.1 La decolo-
loration est r6alisee par le melange: methanol,
acide ac6tique, eau (50; 5; 45), et la transparisation
par l'acide lactique a 5% dans le melange decolo-
rant.

Les immunoelectrophoreses sont effectuees dans
des conditions identiques a celles de 1'61ectropho-
r6se: apres migration, 1'antiserum est dfpos6 dans
des gouttiWres placees longitudinalement de part et
d'autre de la zone de migration.
Apres une diffusion de 24 heures en chambre

humide, les bandes sont lavdes pendant 12 a
18 heures dans une solution physiologique et
colordes par I'Amidoschwarz.

1 Colorant: 0,1 g (Bleu Alcian) ou 0,5 g (Amidoschwarz
ou Rouge Ponceau); m6thanol: 50 mJ; acide ac6tique:
10 ml; eau: 40 ml.

Preparation des antiserums
1. Le serum antibacterien possddant la sp&cificite

de type et d'esp6ce est prepare en injectant successive-
ment a un lapin par voie intraveineuse, a une semaine
d'intervalle, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2 et 2,5 ml d'une
suspension dense de germes vivants. Une saignee
d'epreuve est pratiqu&e 8 jours apres. Si le taux
d'anticorps est insuffisant, on pratique 1 ou 2 injec-
tions supplementaires avec 2 ml de suspension
avant la saignee totale.

2. Nous avons pu disposer de serums anti-
bacteriens de cheval porteurs de la seule specificite
de type (monospecifiques) grace a l'obligeance du
docteur Le Minor que nous remercions vivement
(serums A, B, C).

3. Le serum anti-endotoxine est prepare sur
lapin par 4 injections intraveineuses hebdomadaires
de 0,2, 0,3, 0,4 et 0,5 ml de la solution antigdnique
alcaline. On pratique une saign&e 28 jours apres.
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R.SULTATS

Les electrophoregrammes des antigenes des cinq
types serologiques sont sensiblement comparables.
Les fractions proteiques sont separees en deux
groupes: une bande cathodique au niveau ou
legerement en arriere du reservoir de d6p8t et une
nappe anodique en avant de ce reservoir. Cette
nappe anodique peut etre resolue en un systeme
de 2 a 3 bandes. Les polysaccharides se presentent
sous forme de 2 bandes majeures migrant en avant
du front proteique (fig. 1).
Le ch6lateur present dans le tampon ne joue pas,

dans cette separation, de r6le favorisant, en depit
du fait qu'il permet au lysozyme d'atteindre son
substrat, la couche de mureine sous-jacente a la
couche superficielle antigenique (Respake, 1956;
Audiffren et al., 1967).
En immunoelectrophorese, deux serums ont ete uti-

lises: un serum antibacterien specifique du type immu-
nologique et un serum antibacterien polyvalent.
La specificite de l'espece N. meningitidis se traduit

par un arc de precipitation commun A tous les types
serologiques et qui correspond tres exactement it la
bande proteique basique cathodique en arriere du
dUpot de migration.
La specificit6 de type est liee aux deux bandes

polyosidiques acides: l'arc de precipitation est soit
symetrique, tres concave vers les antigenes, soit
prolonge rectilignement jusqu'aux premieres bandes
proteiques anodiques. Dans tous les cas, un arc
unique de precipitation est mis en evidence (fig. 2)
I 1'exception du type B pour lequel aucune pre-
cipitation n'a pu etre obtenue en depit de l'existence
dans l'electrophor6gramme de 2 bandes polyosi-
diques analogues it celles des autres types.
Aucune reaction croisee n'a ete mise en evidence

entre les antiserums specifiques de type et les polyo-
sides heterotypiques.
Le serum anti-endotoxine prepare 'a partir du mate-

riel antigenique alcalin permet la revelation de 4 arcs
antigeniques mineurs correspondant aux proteines
anodiques (fig. 3). I1 n'est pas exclu que ces antigenes
mineurs correspondent pour partie it des proteines
cytoplasmiques, mais il est plus probable qu'ils cor-
respondent 'a des determinants antigeniques de la
paroi proprement dite, masques dans l'ultra-structure
normale de la couche superficielle de cette paroi.

CONCLUSION

La technique immunoelectrophoretique met claire-
ment en dvidence la diversit6 des antigenes lies au
meningocoque.

Deux antigenes majeurs sont extraits simplement
par une solution alcaline dont on a montr6 qu'elle
dissequait la couche superficielle de la paroi du
germe (Cesarini et al., 1967). L'un correspond au
polyoside specifique du type, tel qu'il a 6t6 isol6
(Gotschlich, Liu & Artenstein, 1969; Bideau et al.,
1970). Le polyoside brut se fixe sur les h6maties et

FIG. 2
IMMUNOtLECTROPHORtSE

DES ANTIGtNES MCNINGOCOCCIQUES
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A: Solution antig6nique du m6ningocoque de type A. R6v6la-
tion par l'antiserum sp6cifique du type A. Mise en 6vidence
d'un arc unique de pr6cipitation correspondant aux deux
bandes polyosidiques.

B: Solution antig6nique du m6ningocoque de type C. R6v6la-
tion par l'antis6rum sp6cifique du type C. Mise en evidence
d'un arc de pr6cipitation unique antipolyosidique.

C: Solution antig4nique du m6ningocoque de type B. R1v6la-
tion par un s6rum anti-A poss6dant la specificit6 de type et
d'espece. Mise en 6vidence d'un arc de precipitation unique
correspondant a la proteine basique.

D: Solution antig6nique de meningocoques de type B (en haut)
et de type A (en bas). R6velation par un serum anti-A
porteur de la sp6clflcit6 de type et d'espece. Mise en 6vi-
dence de V'antigene commun aux types A et B et du seul
polyoside speciflque de type A.
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FIG. 3
IMMUNOtLECTROPHORtSE

DES ANTIGtNES MtNINGOCOCCIQUES DU TYPE A

+

a b d

R60vlation par trols antisArums: en bas, un s6rum anti-
antigAne de groupe; dans la gouttiAre centrale, un s6rum anti-
endotoxine pr6par6 A partir de 'antig6ne alcalin A; en haut,
un s6rum sp6cifique du type A. L'arc de pr6cipitation anti-
polyosidique paratt d6doublA par dissolution partielle du pr6ci-
pit6. Le s6rum anti-endotoxine r6v6le, A cOt de I'antigAne de
groupe et de I'antig6ne polyosidlque, cinq antignes prot6iques
mineurs: a, b, c, d, e.

est le support d'une rdaction d'hdmagglutination
indirecte dans le serodiagnostic des mdningococcies
(Vandekerkove et al., 1968). I1 est distinct du lipopo-
lysaccharide par sa structure chimique bien qu'il ne
soit pas exclu que les deux molecules portent un
motif antigenique voisin.
Le deuxieme antigene majeur est un antigene

proteique; il a ete retrouve dans les cinq types sero-
logiques etudies. L'importance eventuelle de cet
antigene tient au fait qu'il est, pour l'instant, le seul
antigene de groupe qui ait ete mis en evidence dans
la paroi du meningocoque; on sait par ailleurs que
l'immunite naturelle parait suivre souvent une infec-
tion par des meningocoques non typables (Goldsch-
neider, Gotschlich & Artenstein, 1969) et est vrai-
semblablement liee 'a de tels antigenes de groupe.
La signification des antigenes mineurs de nature

proteique doit etre prdcisee.
Cette methode immunoelectrophordtique simple

a permis le diagnostic du type serologique de menin-
gocoques non typables par les mdthodes usuelles.
Elle constitue une methode d'appoint sfure pour
l'identification de ces germes.
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SUMMARY

ELECTROPHORETIC AND IMMUNOELECTROPHORETIC STUDY OF NEISSERIA MENINGITIDIS ANTIGENS

Soluble cell-wall antigens of Neisseria meningitidis A,
B, C, X and Y were found to be separable by electro-
phoresis into two main groups: an acid polysaccharide
group and a basic protein group.

Immunoelectrophoretic testing showed that the poly-
saccharides react solely with type-specific antisera; it is
they that underlie the indirect haemagglutination reaction
used in meningococcal serodiagnosis. In every run a
single precipitation line was obtained, with the exception
of those with type B for which no precipitating antibody
could be detected despite the presence of two poly-
saccharide bands similar to those yielded with the other

serotypes. No cross-reactions were observed between
type-specific antisera and heterotypic polysaccharides.

There is a basic protein common to all the meningo-
coccal serotypes tested-the first such common antigen
from the cell wall to be noted. There are also 5 minor
protein antigens whose significance has yet to be deter-
mined.
The authors conclude that the immunoelectrophoretic

technique constitutes a useful and simple method for
confirming a diagnosis as to serological type or for
identifying certain meningococcal strains not typable by
the usual methods.
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