
Virologia 

Vaccini virali 



Cosa è un vaccino 

• Un preparato in grado di stimolare il sistema 
immunitario a produrre una risposta che 
conferisce protezione (immunità) contro una 
specifica malattia  

• Termine tipicamente riservato al contesto 
delle malattie infettive ma utilizzato anche in 
altri campi  

– Vaccini antitumorali  

– Vaccini antiallergici 

 



Immunizzazione passiva e attiva   

• Passiva 
– Naturale   

• Trasferimento anticorpi materni via placenta e allattamento 

– Artificiale  
• Trasferimento immunoglobuline specifiche (siero immune o 

anticorpi monoclonali) 

• Attiva  
– Naturale  

• In seguito a infezione  

– Artificiale  
• Mediante introduzione deliberata di un preparato antigenico 

(vaccinazione) 
– Nel soggetto non infetto (profilassi) 

– Nel soggetto infetto per migliorare il decorso (“vaccino terapeutico”) 



Immunizzazione attiva artificiale 
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Vaccino  
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“Vaccino” 



La vaccinazione antivaiolosa di Jenner 

Disegno del 1802 che mostra la vaccinazione antivaiolosa di Jenner 



Vaccini  

• Una vaccinazione efficace è il miglior presidio per la 
protezione della popolazione suscettibile ad una 
infezione 
– Prevenzione dell’infezione 

– Prevenzione della trasmissione  

– Riduzione dei costi della terapia 

• La terapia viene ad essere riservata ai (pochi) casi non 
vaccinati efficacemente, proteggendo il singolo 
individuo 

• Sia la terapia sia la vaccinazione sono strettamente 
regolamentate dalla legislazione sanitaria 



Controllo delle malattie infettive 

Igiene 
ambientale e 
alimentare 

Terapia nel 
singolo 

individuo 

Vaccinazione 
della 

popolazione 



Approcci alla costruzione di un vaccino antivirale 

Virioni interi 

Parti di virione 
(subunità) 

Vettori che 
esprimono Ag 

virali 

Vaccini a DNA 



Le metodiche del DNA ricombinante al servizio 
dello sviluppo dei vaccini 

Si può ottenere un 
virus attenuato per 
ricombinazione (es. 

Influenza) 

Si può far esprimere 
un antigene virale 
eterologo ad un 

virus innocuo (es. 
virus vaccinico) 

Si può far esprimere 
un antigene virale 
eterologo ad un 
batterio innocuo 
(es. lattobacillo) 

Si può creare un plasmide che 
esprime proteine che si 

assemblano in una virus like 
particle (VLP) (es. HBV, HPV) 

Si può creare un plasmide che 
codifica per gli antigeni di 

interesse ed inocularlo 
direttamente come vaccino 



Le metodiche del DNA ricombinante al servizio 
dello sviluppo dei vaccini 

Vaccini edibili 



Componenti del preparato vaccinale 

• Variabili a seconda della tipologia di vaccino 
 

• Principio attivo  
• Liquido di sospensione  

– Acqua o soluzione fisiologica sterile, residui del sistema in cui è stato prodotto 
il vaccino  

• Adiuvanti 
– Migliore uptake dell'antigene da parte delle APC e/o richiamo delle APC, 

prolungamento del tempo di rilascio dell'antigene dal sito di inoculo 
– Es. sali di alluminio, adiuvante di Freund (acqua in olio minerale, anche con 

micobatteri uccisi), LPS (aumento infiammazione), MF59 (squalene) 

• Stabilizzante  
– Es. albumina, gelatina 

• Conservante  
– Es. Thiomersal 

• Antibiotici  
 
 



Vaccini a virus attenuato 

• Attenuazione della patogenicità ma mantenimento 
dell'antigenicità 
– Passaggio in coltura 
– Mutagenesi sito-specifica 
– Ricombinazione  

• Il virus attenuato si replica nel vaccinato 
– Buona stimolazione dell'immunità (anche mucosale) 
– Trasmissione ad altri soggetti (immunità di gruppo) 

• Problema immunodepressi e gravidanza 

– Possibile riacquisizione di virulenza 
• Es. casi di poliomielite con vaccino attenuato di Sabin 

• Es. vaccino Rosolia, Morbillo, Parotite, VZV, Polio (Sabin) 



Vaccini a virus attenuato 

• L’adattamento ad un nuovo substrato cellulare seleziona mutazioni che 
comportano minore capacità di moltiplicarsi e/o minore capacità di 
raggiungere gli organi bersaglio nell’ospite originario 
 

• Si possono utilizzare anche passaggi a temperature diverse da quella tipica 
dell’infezione naturale 



Attenuazione dei 
Poliovirus vaccinali di 

Sabin 
I vaccini attenuati anti-polio di Sabin (1961) 
sono stati impiegati estensivamente. Sono stati 
sviluppati a partire da ceppi umani adattati in 
laboratorio in modo empirico. I virus venivano 
coltivati in condizioni sub-ottimali in cellule di 
varia origine e la progenie veniva esaminata in 
termini di neurovirulenza nella scimmia. Oltre 
alla virulenza per via intracranica, intraspinale 
e sottocutanea, veniva esaminata anche la 
stabilità del ceppo virale reinoculandolo in 
altre scimmie. Il processo può essere ripetuto 
varie volte fino ad ottenere le caratteristiche 
desiderate. Il vaccino antipolio orale (OPV) 
include i tre ceppi attenuati di poliovirus Sabin 
1, 2 e 3 (vaccino trivalente).  
 
I ceppi vaccinali possono raramente causare 
poliomielite nei vaccinati a causa della 
reversione alla virulenza dovuta a mutazioni. 
La poliomielite post-vaccinale è causata nel 
10% dei casi dal sierotipo 1, nel 45% dal 
sierotipo 2 e 3. Ciò è in contrasto con la 
condizione naturale nella quale il sierotipo 1 è 
più frequentemente implicato nelle forme 
gravi. 



Attenuazione dei Poliovirus vaccinali di Sabin 

• Le mutazioni nella regione 5’ UTR sono responsabili della 
perdita di neurotropismo nei ceppi vaccinali 



Attenuazione dei Poliovirus vaccinali di Sabin 



Esempi di vaccini virali attenuati 

• Vaccino combinato Morbillo (ceppo attenuato 
Edmonston 749D o Schwartz, 1960), Parotite 
(ceppo attenuato Jeryl Lynn o Urabe, 1966) e 
Rosolia (ceppo attenuato RA 27/3, 1962) 
– Vaccinazione combinata 

• Agevola organizzazione sanitaria e migliora la compliance 

• Ma non mima un evento naturale (tre infezioni assieme!) 

– Primo inoculo bambini >1 anno 

– Richiamo verso i 6-18 anni se il titolo anticorpale 
raggiunto non è sufficiente 



Costruzione di un virus influenzale ricombinante 
attenuato 



Vaccini a virus inattivato 

• Il preparato è biologicamente inattivato cercando di 
conservare al meglio il potere antigenico 
– Inattivazione chimico fisica, es. calore, formaldeide, beta-

propiolattone 
– Utilizzabile anche in immunodepressi e in gravidanza 
– Controllo rigoroso della efficacia di inattivazione! 

• Non c'è rischio di riacquisizione di virulenza 
– Se l’inattivazione funziona bene… 

• L'antigenicità è inferiore a quella del virus attenuato 
– Possono essere necessarie più somministrazioni 
– Non si stimola facilmente l'immunità mucosale 

• Es. HAV, Influenza, Polio (Salk) 



Esempi di vaccini virali inattivati 

• Epatite A 

– Inattivazione con formalina 

– Due somministrazioni a 6-12 mesi l'una dall'altra 

– Consigliato a chi viaggia in zone a più alta endemia 

• Basso standard socio-sanitario 

– Epidemie (modeste) anche in paesi sviluppati 

• Es. US stima 20.000 casi e 100 decessi all'anno 



Esempi di vaccini virali inattivati 

• Virus della rabbia 
– Preparato originario di Pasteur (uso 1880-1950) 

• Coltivato in cervello coniglio (vaccino Semple), possibili encefaliti post-
vaccinali da ipersensibilizzazione 

– Vaccino da uova embrionate di anatra 
• Più sicuro ma poco immunogeno 

– Vaccino attuale  
• Da fibroblasti, inattivato con beta-propiolattone 

• Il periodo di incubazione è cosi lungo (1-6 mesi) che si può 
usare il vaccino come profilassi post-esposizione (assieme 
alla inoculazione di Ig specifiche) 
 

• Il vaccino per uso veterinario è invece attenuato 
– Ceppo Fleury da uova embrionate di pollo 

 



Rabbia  

• Ancora diffusa in circa 
150 paesi 
– 95% dei casi in Africa e 

Asia 
 

• 55.000 morti all'anno 
 

• 40% dei casi in bambini 
sotto 15 anni  
 

• 99% dei casi trasmessi 
da cani 
 

• Oltre 15 milioni di 
vaccinazioni post-
esposizione ogni anno 
(si prevengono oltre 
300.000 casi) 
 



Esempi di vaccini virali inattivati 

• Vaccino anti-influenza 

– Coltivato su uova embrionate di pollo 

• Virioni interi 

• Subunità (HA e NA) 

– Composizione antigene in base alle segnalazioni 
WHO 

• Include Influenza A H1N1, A H3N2, B 

– Consigliato in >65 aa, cardiopatici, 
immunodepressi  



Virus dell’influenza  

• Tre tipi 
– A 

• Circolazione in varie specie animali (uccelli acquatici e pollame, suini, 
cavalli, balene, foche, cani) e uomo 

• Molti sottotipi (16 emoagglutinine [HA] e 9 neuraminidasi [NA]) 
– HA 17 identificata nel 2012 in un virus influenzale nel pipistrello 

• Potenziale pandemico  

– B 
• Circolazione solo nell’uomo 
• Non suddiviso in sottotipi 
• Non pandemico  
• Epidemie meno gravi rispetto a Influenza A 

– C 
• Circolazione solo nell’uomo 
• Non suddiviso in sottotipi (manca NA, solo 7 segmenti genici) 
• Non pandemico né epidemico 



Variabilità “stagionale” nel virus dell’influenza  

• Le mutazioni a carico della HA rendono inefficaci gli anticorpi prodotti in 
risposta a precedenti infezioni sostenute da altre varianti virali 
– Il vaccino deve essere preparato ogni anno 



Variabilità stagionale del virus influenzale e preparati 
vaccinali   

Ogni anno il vaccino è allestito 
sulla base delle prime 
segnalazioni dei ceppi 

circolanti e deve essere 
adattato per proteggere nei 
confronti di queste varianti 



Nuovi vaccini influenzali attenuati 

• Somministrazione intranasale 

• Mutanti ts (temperatura sensibili) 

 

• Rischio reversione a tipo selvaggio patogeno 

• Rischio di ricombinazione per riassortimento 
con altri ceppi 



Vaccini inattivati vs. attenuati 

Caratteristica Inattivato  Attenuato  

Dosi richieste Multiple Singola 

Adiuvante richiesto Si No 

Conservazione potere antigene Minore  Maggiore  

Durata immunità Minore  Maggiore  

Ig prodotte IgG IgG e IgA 

Immunità mucosale Scarsa  Buona  

Immunità cellulo-mediata Scarsa  Buona  

Virus residuale virulento Possibile  No  

Reversione alla virulenza No  Possibile  

Replica nel vaccinato No  Si  

Trasmissione ad altri individui  No  Possibile  

Stabilità a temperatura  ambiente Si  Scarsa  

Uso in immunosoppressi e gravide Si  Da valutare  



Vaccino anti-polio 

• Tre tipi di Poliovirus (1, 2, 3) 

• Devono essere inclusi tutti nel preparato vaccinale 

• Virus inattivato (Salk, 1954) 
– Inattivazione con formaldeide 

• Virus attenuato (Sabin, 1957) 
– Perso il neurotropismo  

• Nel 2002 dichiarata debellata la polio in Europa 

• Usato prima Salk, poi Sabin, poi di nuovo Salk a causa 
dei possibili casi residuali di riacquisizione di virulenza 
con Sabin (<1/1.000.000) 



Vaccini inattivati vs. attenuati 



Vaccini inattivati vs. attenuati 



Vaccini inattivati vs. attenuati 



Cambiamenti nella vaccinazione anti-polio in 
Italia 

• Salk  
• Sabin  
• Successivo protocollo 
1. Prima vaccinazione con poliovirus inattivato  

– Neutralizza la diffusione ematica del poliovirus  

2. Seconda vaccinazione con poliovirus attenuato 
– Protegge dall’infezione a livello intestinale 
– La diffusione del virus “vaccino” viene bloccata dagli 

anticorpi neutralizzati indotti dal primo vaccino 

 
• Attualmente: uso del solo vaccino inattivato 



Vaccini a subunità 

• Costituiti non dall’intero microrganismo ma solo da 
alcuni antigeni 
– Purificati a partire da colture di microrganismi  
– Prodotti in ospiti eterologhi mediante le tecniche del DNA 

ricombinante (vaccini ricombinanti) 
– Ottenuti mediante sintesi chimica come nel caso dei 

peptici sintetici  

• Più sicuri rispetto ai vaccini basati su virus intero 
• Meno immunogenici rispetto ai vaccini basati su virus 

intero  
– Impiego di adiuvanti per stimolare una risposta 

immunitaria efficace 

 



Vaccini a subunità 

• Rispetto al virus influenzale intero inattivato 
– Minore incidenza di effetti collaterali, spec. bambini 
– Minore immunogenicità 



Vaccini prodotti in ospiti eterologhi 

• Il virus vaccinico (Poxvirus 
bovino) ha consentito 
l'eradicazione del vaiolo 

• Si possono sostituire delle parti 
di genoma non indispensabili 
con sequenze che codificano 
per antigeni eterologhi 

• Il virus vaccinico ricombinante 
induce buona risposta sia 
anticorpale (Ab) sia cellulo-
mediata (CMI) 

• Rimangono problemi di 
sicurezza (es. immunodepressi) 
ma si possono usare poxvirus 
vettori a minore potenziale 
patogeno poiché non replicanti 
nell'uomo (es. ceppo Ankara, 
fowlpox, canarypox) 



Vaccino anti-HIV – il trial RV144 

• Quattro 
iniezioni di 
ALVAC HIV 
(vCP1521, un 
vettore di 
canarypox che 
esprime HIV 
gag, pro, env)  
 

• Due iniezioni 
che 
combinano 
ALVAC HIV e  
AIDSVAX B/E 
(gp120 
ricombinante 
dei sottotipi B 
e AE) 



Esempi di vaccini a subunità 

• HBV non coltivabile per lungo tempo (oggi sistemi di 
coltivazione non routinari) 

• 1981 (Blumberg): Primo vaccino ricavato da plasma di 
soggetti infetti previa rimozione delle particelle virali 
complete 
– L’infezione produce alcune particelle costituite solo da 

proteine virali e non contenenti genoma 
– Rischioso e difficile da preparare 

 
• 1986: Proteina di superficie (antigene S) espressa in 

lieviti 
• Vaccinazione in tre somministrazioni (3, 5, 12 mesi) 



Vaccino anti-epatite B di Blumberg 

Virus completo e 
infettivo (particella 

di Dane) 

Forme non 
infettive usate 
come vaccino 



Attuale vaccino anti-epatite B 



Papillomavirus umani 



Papillomavirus umani 



VLP per vaccino HPV 



VLP per vaccino HPV 



VLP per vaccino HPV 



Peptidi sintetici  

• E’ possibile identificare peptidi con attività di epitopi B 
o T 
– Devono essere epitopi conservati nei vari ceppi virali ma 

molti epitopi importanti sono conformazionali (discontinui) 

 

 

 

 

 

• In genere sono preparati poco immunogeni se non 
complessati 



Approcci per migliorare l’antigenicità dei vaccini 
basati su peptidi sintetici o singole proteine 

• Sono sistemi per aggregare gli epitopi in complessi multivalenti  
• Con gli ISCOM e con i liposomi migliora anche la capacità di uptake da 

parte delle APC 

Immunostimulating complex 
(saponina/Quil A, colesterolo, fosfatidilcolina) 



Virosomi  



Vaccini anti-idiotipo 



Vaccini anti-idiotipo 



Vaccini a DNA  

Si possono inserire anche altre 
sequenze (es. geni 

immunostimolanti, geni che 
direzionano il prodotto proteico in 

un compartimento cellulare)  

Plasmide di E. coli con 
sequenze di regolazione 
per cellula procariotica 

ed eucariotica 



Vaccini a DNA  



Vaccini a DNA  

• VANTAGGI 

• Facili da preparare  

• Stabili  

• Poco costosi 

• Stimolazione immunità 
cellulo-mediata 

 

• SVANTAGGI 

• Possibilità di 
ricombinazione con 
altre regioni di DNA 

• Possibilità di 
integrazione nel 
genoma ospite 

• Possibilità di induzione 
anticorpi anti-DNA 



Vaccini antivirali 
disponibili  



Vaccini antivirali disponibili  



Vaccini approvati in USA 



Calendario vaccinale italiano 2012-2014 
Vaccino Nascita  3° mese 5° mese 6° mese 11° mese 13° mese 15° mese 5-6 anni 11-18 anni > 65 anni 

Ogni 10 
anni 

Difterite-Tetano-
Pertosse 

  DTPa DTPa DTPa   DTPa1 dTpa   dT2 

Poliomielite   IPV IPV IPV   IPV       

Epatite B HBV3 HBV HBV HBV           

Haemophilus 
Influenzae b 

  Hib Hib Hib           

Morbillo-Parotite-
Rosolia 

          MPR MPR MPR4     

Pneumococco   PCV PCV PCV           

Meningococco C           Men C5   Men C5     

Papillomavirus                 
HPV6 (3 

dosi) 
    

Influenza                   Influenza   

Varicella                 
Var7 (2 
dosi) 

    



Vaccinazione  



Problematiche dei vaccini 

• Efficacia e fattibilità  
– Modelli animali e comprensione della natura della 

protezione immunologica da indurre 
– Estrema variabilità dell'agente infettante 

• HIV, HCV 

• Sicurezza  
– Patologia esacerbata in conseguenza di infezione naturale 

• Vaccini inattivati anti-Morbillo, anti-Virus Sinciziale Respiratorio 

– Virus contaminanti nelle colture utilizzate per la 
preparazione del vaccino 
• SV40 nelle colture usate per preparare vaccino antipolio attenuato 

Sabin 

– Ipersensibilizzazione 
• Vaccino anti-Influenza suina 1976 Fort Dix (USA)? 

 

 



L'episodio di Fort Dix 

• Gennaio 1976: epidemia di influenza presso Fort Dix (US Army) 
– 230 ammalati, 1 morto 
– Si identifica come responsabile un virus influenzale suino A/New Jersey/76 

(Hsw1N1)  

• Al tempo si riteneva che il virus della devastante Influenza Spagnola (1918) 
fosse stato di origine suina (invece oggi sappiamo che era aviario) 
– Grande preoccupazione, si preparano 150 milioni di dosi di vaccino 

• In ottobre si inizia la vaccinazione, in dicembre la si arresta dopo la 
segnalazione di oltre 500 casi (30 fatali) di Guillain-Barrè, una neuropatia a 
cui conseguono debolezza muscolare, paralisi e talvolta morte 

• Quando si interrompe la vaccinazione sono già state somministrate 45 
milioni di dosi ma A/New Jersey/76 (Hsw1N1) non si è più visto… 
 

• Perchè A/New Jersey/76 (Hsw1N1) non si è diffuso? 
– I casi di Fort Dix probabilmente sono stati originati dall'importazione di una 

variante rara e il contenimento all'interno dell'insediamento militare è stato 
facile? 

– Competizione sfavorevole con A/Victoria/75 (H3N2)? 

 



Challenging vaccines  

Historically successful 
vaccines have been 
developed mostly against 
those pathogens that can 
be treated by antibodies 
and have a stable 
antigen repertoire. HIV, 
malaria and  tuberculosis 
vaccines do not fall 
within the cluster of 
successful vaccines in the 
graph, because of 
antigenic variability and 
the requirement of T-cell 
immunity for protection. 
Developing vaccines 
against these pathogens 
requires novel 
approaches. 
 
Rappuoli, Nature 2011 



FINE 



Esercitazione on-line e info 

• Info & slides & link alla esercitazione on-line 

– https://sites.google.com/site/didatticazazzi 

• Link diretto alla esercitazione on-line 

– http://compulab.smin.unisi.it/dbm/tcexam_001/p
ublic/code/index.php 

 

 

https://sites.google.com/site/didatticazazzi
https://sites.google.com/site/didatticazazzi
https://sites.google.com/site/didatticazazzi
http://compulab.smin.unisi.it/dbm/tcexam_001/public/code/index.php
http://compulab.smin.unisi.it/dbm/tcexam_001/public/code/index.php


Vaccinazione  

Casi di Morbillo, Parotite, Rosolia registrati negli USA (fonte: CDC) 



Vaccini a DNA  

a 

b 

c 



Vaccini a DNA  

• Facili da preparare, stabili e poco costosi 

• Sintetizzano antigeni che sono esposti su 
membrana con MHC 
– Stimolazione immunità cellulo-mediata 

• Tempo di permanenza nell’ospite? 

• Possibilità di ricombinazione e integrazione 

 



xxx 

 





Caratteristiche dei vaccini attenuati e inattivati 



Vaccini inattivati vs. attenuati 



Vaccinazione  

Strategia vaccinale “priming & boosting” 



Vaccini ricombinanti 

• Il preparato vaccinale è ottenuto mediante 
clonaggio in un vettore (batteri, virus, lieviti) 
– Inoculazione del vettore che esprime gli antigeni 

proteici 

– Inoculazione delle proteine virali purificate 
• Es. vaccino HBV prodotto in lieviti 

– Inoculazione di Virus Like Particles (VLP) 
• Particelle virali prive di genoma, es. vaccino HPV 

– Inoculazione di parte del genoma virale, 
eventualmente modificato (vaccini a DNA) 
• Facili da preparare ma finora scarso successo 


