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1. OBJETIVO. 

Por los métodos usuales, la determinación de estruc- 

turas qufmicas de antfgenos polisacarfdicos, 
obtenidos por el

método de Freeman ( 4), implican una serie de pasos tediosos - 

y prolongados. 
Se piensa que a través de inmunoadsorbentes, - 

se evitarán estos procedimientosj en base a la capacidad que - 

tienen los anticuerpos fijos en una columna se Sepharosa 4B, - 

de atrapar exclusivamente los determinantes antigénicos espe- 

erficos, los cuales una vez eluIdos y concentrados 
permiten - 

trabajar directamente sobre ellos y por lo tanto, la separación

de moléculas especrficas e inespeefficas se hace innecesaria. 

Los primeros intentos que se hicieron para aplicar -- 

este método ( 5), fueron muy prometedores ya queo los anticuei

pos de caballo dirigidos contra Salmonella durham, al ser uni- 

dos a Sepharosa 413, y colocados en una columna de vidrio reac

cionaron con los determinantes antigénicos espeefficos deriva- 

dos del FPS ( Polisacárido de Freeman) total de la misma sal— 

monela. 

Esto se comprobó con curvas de precipitación cuanti— 

tativa, ya que la fracción unida y elufda con solución amorti— 

guadora Gli- HCI pH 2. 2 dió Utulos precipitantes ( en su equi— 
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valencia) más altos que los obtenidos con el polisacárido total; 

resultados que corroboraron: 

1. La heterogeneidad de los cacáridos obtenidos por - 

el método mencionado. 

2. La capacidad espeeffica del inmuno ad sorben te al - 

separar moléculas qufmicas con actividad biol6gi- 

ca definida, de moléculas inespecfficas. 

El siguiente paso a seguir, fue el pasar por la mis— 

ma columna, ya no el polisacárido totalj sino un hidrolizado - 

parcial, que de acuerdo a una cinética bien definida diera el

tiempo, la concentración exacta y el tipo de ácido que permi- 

tiera la obtención de moléculas que dieran una mayor inhibi— 

ción del suero inmune de caballo empleado en la preparación

del inmunoadsorbente y el polisacárido purificadoj obtenido
1

a través del mismo; este fue el que se obtuvo con hidrólisis - 

por ácido sulfúrico 0. 5 moles/ litro durante 30 minutos. 

Los resultados de esta experiencia fueron contrarios

a lo que en un principio se esperaba debido a que las moléc.0

las más pequej5,as ( y por lo tanto más espeerficas) en su reac- 

ci6n con el anticuerpo, fueron desplazadasj por las de mayor
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tamaño, por lo que sólo éstas se unieron, mientras que las

otras, salieron en la eluci6n con PBS. 

Si bien las moléculas pequeñas no se unieron, 
aumen- 

taron casi al doble la inhibición del hidrolizado total el rendí - 

miento de éstas fue muy pequeño y el estudio qufmico de sus — 

estructuras, a pesar de ser especfficas proporcionó la obten— 

ción de moléculas espeefficas en forma inespeoffica y éste no

fue el fin primario del trabajo. 

Ante estas circunstancias nos propusimos por medio - 

de inmunoadsorbentes lo siguiente: 

1. Obtener anticuerpos menos heterogáne
1
os y dirigi— 

dos contra cada uno de los determinantes espeeffi- 

cos de Salmonella durham G", ( factores 1, 13, 23, 3

y 37). 

2. Una vez obtenidos éstoaj preparar un nuevo inmu— 

noadsorbente con cada uno de los anticuerpos obte

nidos en el inciso 1V., y asf, pasar el hidrolizado

parcial, retener en la columna los determinantes- 

espeefficos de cada factor y estudiarlos qufmica-- 

mente. 



MI= 

En el Presente trabajo se dan a conocer los ensayos - 

preliminares, realizados para resolver el primer punto. 
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11. BREVE RESUMEN SOBRE LOS ANTIGENOS tOl DE SALMONE

LLA. 

Salmonela son bacterias Gram negativas de la familia

Enterobactriaceae. Como todas las células, poseen en su supqr

ficie numerosos antfgenos; el antfgeno tOl está ligado a la pre

sencía de un complejo pro teIna- ilpido- po lisacárido situado so- 

bre la pared bacteriana. 

A. Clasificación. de las salmonelas de acuerdo a su_ 

AntfF,eao_LLI. 

La posibilidad de obtener sueros anti - 0 por medio de

la inyección de bacterias ( muertas por calor) a conejos ha -- 

permitido clasificar las salmonelas en base a sus propiedades

inmunol6gicas; esta clasificación es la de Kauffman - White ( 1). 

Los factores antigénicos 201 se detectan¡ por medio de la ag1,u

tinaci6n homóloga y cruzada con sueros absorbidos. 
Los facto- 

res 101 identificados en esta forma se representan por medio

de ndmeros arábigos. Hasta la fecha se han identificado más

de 1000 serotipos. 

Ciertos factores 101 son comunes a varios serotipos - 
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y permiten definir grupos serol6gicos caracterizados por la -- 
presencia de un factor 101 dado; de este modo el factor 2 defi- 

ne al grupo A; el 3 al grupo E, ete. . Por el contrario ciertos

factores pueden ser comunes a numerosos grupos por ejemplo - 

los factores 1 y 12. 

B. 

log IaSLto.Kes deLeqtE dM sero.16& iL! aaente. 

El antrgeno somático 10' j es un complejo protefna- lf— 

pido -polisacár ido. El polisacárido 102 especIfico está formado

de una regi6n interna llamado núcleo común a todas las salmo— 

nelas y de una cadena lateral que representa la regi6n 101 esp.£ 

effica que se puede esquematizar de la siguiente forma: 

El núcleo aparentemente es el mismo en todas las sal- 

monelas, está compuesto de 5 azdeares: 
cetodesoxioctanato, -- 

heptosa, glucOSaj galactosa y N- acetilglucosamina. 

La cadena espeeffica t'011 está constitu.rda por la repl

tici6n de n unidades oiigosacarfdicas idénticas; cada unidad, - 

está compuesta de 4 o 5 azúcares que varfan según los grupos. 

En el cuadro 1 se observan algunas unidades olígosaca



CUADRO N' 1

UNIDADES ESPECIFICAS DE POLISAC& RIDOS DE ALGUNAS

SALMONELLA ( 2) 

GRUPO UNIDAD BIOLOGICA DE BASE

2 
o( por A gi, 

S. poratyphi A
11, 3

4 2 - Aman- 1, 4

i, 2, j2

5 durazzo A Po, gic

1 1, 3 4

2. 12 2 - 21- 

k

a be

1 1, 3 1, 4

5 typhimvrium 42- 1, m - I- 1 1, 3 - gol - 

4, 5, 12

D

t, v gic

1 1, 3 11, 4

5 typh. 42- í, man- 1, 4- 1, 3- - 9. 1- 

9, 12

E— 

gic

S senftenberg 1 1, 6
15 man- 1, 4 - 1 rom- If3 - 15 901 - l- 

1, 13, 19
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rrdicas espeefficas. 
El estudio del polisacárido espeeffico: -- 

por medio de técnicas
inmunol6gicas y qufmicas, 

permite ¡ den

tificar en las unidades oligosacarfdicas; 
la entidad responsa— 

ble de la especificidad de los factores. 

Cuando un azúcar ocupa una posición terminal sobre - 

la cadena lateral o sobre la principalo
juega generalmente

un

papel preferente en ( 3) la especificidad del factor antigénicoo

es decir, para un factor dado, este azúcar representa el me— 

jor inhibidor de la reacci6n de precipitaci6n del polisacárido

portador del factor) con el anticuerpo correspondiente. 
A es- 

te azúcar se le llama, inMi — — In2dpLm* nInje. L, , 

Sin embargo, no todos esos azúcares terminales, no - 

reductores, son azúcares inmunodominantes, 
pues cada uno de

los azúcares de la cadena pueden eventualmente jugar ese pa— 

pel. 
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MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL. 

Sueros inmunes. 

a) En el laboratorio de Inmunoqufmica del Hospital Infantil

de México, donde se realizó esta tesis, se disponfa de - 

los sueros anti- polisacárido utilizadosj obtenidos des— 

pués de la inyección de una suspensión de Salmonella -- 

durhan muerta por calentamiento siguiendo el método de

Staub y cols. ( 6) . 

b) Suero anti -BSA ( Seroalbdmina bovina), obtenido en cone- 

jos ( 7), según el esquema de innunizaci6n siguiente. 

El antfgeno administrado fue: 

5 mi de Adyuvante de Freund Completo

0. 1 mi de solución de BSA al 5% 

Se tomó una muestra de suero previamente a la inmuniza- 

ci6n. 

Semanas vfa de cantidad sitio de

inoculación administrada inoculación

la. subcutánea 1 MI plantar

2a. 

3a. 

4a. 

Reposo de 8 d.fas

90. dfa Sangrado del animal para probar los anticuerpos. 



10 - 

Los sueros se conservaron en ampolletas estériles a

40C. En el momento de utilizarlos se filtraron y se les agre- 

g6 azida de sodio con el fin de evitar el desarrollo de conta— 

minantes. 

Polisacdridos

Los polisacáridos derivados de S. durham salvaje ( 13, 

231 36) y S. durham convertida por el fago 1, 37 ( 11 131 23, 36, 

1

37), fueron extrafdos de acuer.do a la técnica de Freeman -Staub

8) 

II. METODOS. 

La inmunodifusi6n radial ( 9), la inmunoelectroforesis

y contrainmunoelec trof ores is, se llevaron a cabo en placas de

vidrio, sobre las que se deposit6 Agarosa ( Sigma) al 1% en so- 

luci6n de Barbital pH 8. 2, 0. 025 M, las placas fueron previa— 

mente lavadas con detergente, agua y acetona. 

Para la inmunodifusión radial el diámetro de los ori— 

ficios oscil6 entre los 2 y 3 mm segdn la muestra, y la distan
1 - 

cia entre cada uno de ellos ( los que contenfan el Ag y el Ac res

pectivamente) fue de 3 mm. 



nes

Las muestras se emplearon en las siguiente con
1

dicio

Sueros inmunes sin diluir

An tfgenos controles 100 g/ ml

Muestras liofilizadas IOJ 100 Y 1000 / Ug/ MI

Soluciones de concentración no conocida - con dil 1: 10

y sin diluir

Las inmunoelectroforesis ( 10) que se hicieron, varia- 

ron en lo que respecta a los Ag y Ac usados, pero en relación

al tiempo y voltaje en todos los casos fueron de aproximada— 

mente 30 y 60 mins. o con corriente constante de 8mA por mues

tra. La cantidad de muestras aplicadas en cada placa vari6 -- 

desde 1 hasta 6. El diámetro del orificioj donde se aplicaron

las muestras que fueron corridas, fue de 2 mm. Los canales - 

donde se colocó el anticuerpo para revelar el ant.fgeno corrí - 

do, se encontraban a una distancia de 5 mm, entre cada pozo, 

con una anchura de 2 mm y largo de 5 cm. 

El revelado de ambas pruebas se leyó a 24 hrs y 48

hrs, Para poder conservar las placas, una vez lefdasi fueron

lavadas con solución salina isot6nicaj con 3 a 5 cambios, se- 

cadas por deshidratación al calor, y coloreadas con negro de

amido segdn técnica descrita ( 7). 
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Para la contrainmunoelectroforesis ( 11) se empleó la

misma metodolo9fa, salvo, desde luegoj en lo que respecta a

la colocación del antfgeno y el anticuerpo pues de acuerdo a

la técnica y su principio éste d1timo siempre se coloca en el

ánodo. 

Curva de PrecLpItgci6n cuantitativa. 

A. Teorfa de la precipitación. La precipitación es una de las

manifestaciones de la reacción Ag- Acj la teorra de Marrack - 

12) explica la precipitación a través de la formación de una - 

red. 

Lasmoléculasde antfgeno y de anticuerpos presentan -- 

una complementaridad de estructura que conduce a la formación

de un complejo estable. 

La molécula de antfgeno posee varios sitios antigéni— 

cos diferentes. 

La molécula de anticuerpo posee de 2 a 10 sitios de

acuerdo a la inmunoglobulina de que se trate. Cada molécula de

antfgeno se une a varias moléculas de anticuerpo que a su vez, - 

se unen a otras moléculas de antfgeno formEíndose asf una red* 
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que precipitará cuando los grupos hidr6fobos no sean suficien— 

tes para mantenerlos en solución. 

Lre,£ij2lla iól__ualitativa. Prueba del Anillo. 

Principio. En un mierotubo se sobreponen el anticuer- 

po ( inmunosuero) y el antfgeno, formándose en la interfase un

fenómeno de difusión. Cuando el antrgeno y el anticuerpo, se

encuentran en concentraciones convenientes, se forma en la in- 

terfase un disco de precipitación. 

Por este método se determina rápidamente, si un inmu. 

nosuero dado, reacciona con el antfgeno correspondiente. 

El tiempo de formación del disco varfa segán los siste

mas y va desde unos minutos hasta 2 o 3 horas. 

En la práctica generalmente se introduce en un tubo el

ínmunosuero con un capilar, después se coloca con sumo cuida- 

do con la ayuda de otro capilar, el antfgeno en solución salina - 

isot6nica. La concentración del antfgeno es de 10OMg/ ml. 

Estudio Cuantitativo de_ Lq ci.21 medio_Lt911.iLd.j.tcí13 r q__ Ltación en

Principio. El método de Heidelberg y Kendall ( 13) uti- 

liza un volumen constante de suero y cantidades crecientes de - 



FIGURA N' 2

ESTUDIO DE LOS SOBRENADANTES POR EL METODO DE PRECIPITACLON

0 PRUEBA DEL ANILLO

SOBRENADANTE SOBRENADANTE

INMUNOSUERO iNMUNOSUERO

EXCESO DE ANTICUERPO EQUIVALENCIA EXCESO DE ANTIGENO

ANTIGENO ANTIGENO

SOBRENADANTE SOBRENADANTE
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antfgeno, Una vez terminada la reacción, el precipitado es la— 

vado varias veces y cuantificado por el método de Folin ( 14). 

Como los antfgenos polisacar.fdicos no contienen grupos tirosina, 

la cantidad o¡ jtenida nos permite saber la concentración de anti- 

cuerpos presentes en el precipitado. 

Para nuestro trabajo empleamos tubos de 13 x 100 de - 

la reacción, se realizó con cantidades constantes de inmunosue

ro ( 1) y cantidades de antrgeno que fueron desde 1 mg hasta 100

kg. En todos los casos el voldmen se llevó a una cantidad -- 

constante con solución salina, los tubos se agitaron, taparon y

colocaron a 40C durante 48 horas. 

Al transcurrir este tiempo se centrifu.gó durante 30 -- 

min. a 3500 rpm en centrrfuga refrigerada. Los sobrenadantes- 

fueron estudiados por el método del anillo, con el fin de esta— 

blecer la zona de equivalencia ( fig 2). El precipitado se lavó - 

dos veces con solución salina. Se cuantificaron protefnas por - 

Folin ( 14) y se trazaron curvas de densicad óptica en función - 

de la concentración de Ag. 

Afinidad eromatoSEálica. Le

Es un método de purificación que ha probado ser parti
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cularmente útil en el aislamiento de proternas y otras substan— 

cias biológicas ( 15). 

La afinidad eromatográfica también llamada, absorción

bioespeeffica, es un método en el cual intervienen dos molécu— 

las, una de ellas es un ligando unido a un soporte inerte y la -- 

otra, una maeromolécula affn, las que al unirse, forman com— 

plejos estables. La unión del ligando al soporte ( insoluble en - 

agua) produce la resina de afinidad. 

Para aislar una substancia por afinidad eromatográfi— 

ca, se emplea una columna de eromatografra empacada con la - 

resina de afinidad apropiada, sobre la cual se hace pasar una - 

solución acuosa de tal substancia, ésta es retenida en la colum

na por formación de complejos con el acarreador unido al liga- 

mento o efectorj mientras que las moléculas no afínes al efec— 

tor, presentes en la solución pasan a través de la columna li— 

bremente. 

Una vez que la columna ha sido lavada para retirar -- 

los contaminantesj el complejo se separa por cambio de medio

cromatográfico, y de este modo la substancia en cuestión es -- 

obtenida en forma puraj en el lfquido eluIdo de la columna. 
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En este trabajo se emplearon dos tipos de soporte; el

primero es un derivado de Agarosa ( Sepharosa 4B) y el segundo

un derivado de pliac ilamida ( Biogel P 300). 

Estos geles para ser empleados requieren de un trata

miento previo: 

Activación de Sepharosl_ B con CNBr segdn_Téjodo -- 

descr,ito pol: Aje2__y_ZoIath ( 16): 

500 mi de Sepharosa 4B suspendidos en 1500 mi de -- 

agua destilada. Se colocan en un matraz que contiene, 50 g de

CNBr. La mezcla de reacción se lleva a pH 12. 0 con NaOH y se

mantiene unos minutos ( 12 aprox.) a ese pH, hasta disolución - 

completa del bromuro. Se lava varias veces hasta que el agua - 

de lavado tenga el mismo pH del agua destilada empleada, el -- 

gel activado puede ser almacenado a 40C o emplearse inmediata

mente. 

En nuestro caso sólo fueron activados 25 mi de Sepha- 

rosa 4B, el resto de la Sepharosa empleada a lo largo del tra— 

bajo, se obtuvo comercialmente en forma activada ( Sigma). 

La Sepharosa activada se centrifug6 y pes6 antes del - 

acoplamiento, para mantener una relación en peso con el polisa
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cárido con el cual se unió . La relación se mantuvo entre 1: 30 y

1: 60 con respecto a la cantidad empleada de polisacárido. 

Una vez pesadas las cantidades necesarias de uno y -- 

otro reactivo, se colocan en un vaso de precipitados y se dejan

agitando durante una noche a 40C. Previamente cada reactivo, - 

deberá ser dializado contra un amortiguador apropiado ( el mis- 

mo para los dos) con el fin de que se encuentren al mismo plí. 

El amortiguador utilizado fue NaHCO3 plí 9. 5 0. 1 moles/ litro. 

Al cabo de una noche de agitación, el gel es montado en una co- 

lumna de eromatograffas sobre la cual, se hace circular: 

lo. Solución amortiguadora salina de fosfatos plí 7. 4 0. 017

moles/ litro con el fin de lavar la columna, esto es, -- 

eliminar de la columna las moléculas de ligando que no

hayan reaccionado con el soporte. 

2o. 1 mi de suero anti FPS G`  y FPS G , segdn el ensa- 

yo de que se trate, éste se deja circular a través de - 

la columna sin permitir que salga de ella, con el fin - 

de que todo el adsorbente tenga contacto con él y pue— 

da de esta —nanera retener los Ac que se desea separar

primeramente. El tiempo de permanencia del suero va

rió de 30 min. hasta 48 hrs. 
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3o. PBS 0. 017 moles/ litro pH 7. 4 con el fin de eliminar, -- 

después de la incubaci6n del sueroj las proternas séri- 

cas y demás contaminantes presentes en el suero espe- 

effico e inespeerficas para el inmunoadsorbente. 

4o. Amortiguador Gli- lICI 0. 2 moles/ litro pH 2. 2 para rom

per los enlaces débiles formados entre el Ac espeeffi— 

co y el Ag acoplados al soporte inerte. 

Los cambios de amortiguador a lo largo de toda la cro- 

matograffa son d.eterminados por las lecturas espectrofotométri

cas hechas a las fracciones obtenidad en cada paso, éstas se -- 

realizaron a E :: 500 nm Folin ( 14) y E : 280 ( uv) cuando se tra- 

taba de muestras portadoras de protefnas y con E 7- 625 nm ( An— 

trona ( 17) cuando lo que se buscaba era polisacárido. 

Activación de Bi2.&tl 0 e.S d todo descrit2 r ra pleL PL _! j sr r

250 mi de solución de glutaraldehfdo al 6% ( 220 mi de - 

amortiguador fosfato 30 mi de glutaraldehfdo al 50%) 50 mi - 

Biogel P - 300; incubar a 370C toda la noche. Al dfa siguiente — 

se lava exhaustivamente hasta eliminar el glutaraldehfdo. Con— 

servarlo a 4oC. 
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En nuestro caso empleamos 25 mi de Biogel y 125 mi 1

de solución de glutaraldehfdo; de esta muestra se tomaron al¡ - 
1 1

cuotas para las columnas montadas. La eromatograffa en este
1

caso se efectuó con la misma metodologfa empleada para Sepha
1

rosa 4B. 

Cromatograffa. en Sephadex G- 100. 

Este método se empleó en el trabajo, para separar mo

l6culas en base a su peso molecular; especfficamente polisacg.- 

ridos ( 40- 50 000); BSA ( 70 000) y el complejo BSA- Polisacárido

110- 120 000) ( 3. 9). 

1. Activación de FPS G' con m- Peryodato de sodio Y acoplamien

to a Iisina ( 20). 

I.- A 20 mg de FPS G', se le adicionaron 46 mg de lisina, 

1 mg de m- peryodato de sodio y 38 mg de borohidruro

de sodio, la mezcla se agitó vigorosamente, y al cabo

de un,a hora de reposoj se dializ6econtra una solución

de citrato 0. 15 moles/ litro pH 8. 0. 

La solución dializada se dividió en dos partes iguales - 

y se acoplaron respectivamente a Sepharosa 4B y a Biogel P- 300, 
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en proporción 30: 1. Se montaron columnas de 1 mi ( 3 mm de -- 

diám

1

etro por 15 cm de largo). A cada una se le adicionó 1 mi - 

de suero hiperinmune anti FPS G-. La cromatograffa de afini— 

dad se siguió según la técnica mencionada ( pág. 15). 

La técnica anterior se repitió en las mismas condicio

nes, sólo que con cantidades mayores de reactivos, 

la columna montada en este caso de 5 mi ( 5 mm de

diámetro y 35 cm de largo). 

2. Activación de FPS G*" _ con BrW_y a£, oj2llmiento a lisina (21). 

I.- A 2 mi de una solución de 15 mg/ ml de FPS G , en --- 

agua, se le adicionaron 0. 4 mi de una solución de Br

CN a 25 mg/ m1 en agua, se dejó reposar 6 min utos a

temperatura ambientej al cabo de los cuales se llevó

a plí NaHCO 3 1. 0 moles/ litro y se le adicionaron 0. 35

mi de NaHCO3 1. 0 moles/ litro que contienen 8 a 10 — 

mg de lisina; se mantuvo de 2 a 4 horas a temperatu- 

ra amblente, se dializaron vs PBS 0. 017 moles/ litro - 

PH 7. 4 a 40C durante una noche. 

Con la mezcla de reacción obtenida después de la diá

lisis, se montó una columna de inmunoadsorbentej son Sepharo- 
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sa 4B activada con BrCN comercial ( Sigma), previamente hidra- 

tada con agua y dializada contra solución de NaHCO3 0. 1 moles/ 

litro pH 9. 5, este d1timo se realizó con el polísacárido tratado, 

la proporción para el acoplamiento fue de 60: 1; la columna fue - 

de 10 m1 ( 10 mm de diámetro y 35 cm de largo). 

3. Activación de FPS G'_ con m- per£ odato de sodioy jeopLa- - 
1

miento a BSA ( 20). 

1.- 20 mg de FPS G*' , se disolvieron en 2. 5 m1 de una solu- 

ci6n de Na, 04 0. 1 moles/ litro, se dejó en reposo duran

te 20 minutos a temperatura del cuarto y en la oscuri— 

dad. Al cabo de este tiempo, se le adicionaron 0. 15 -- 

m1 de etilén glicol 1. 0 moles/ litro para detener la reac

ci6n se dejó actuar durante 5 minutos e inmediatamen— 

te después, se mezcló con 140 mg de BSA disueltos en - 

5 m1 de agua destillida, alealinizada con KCO3 al 5%. 

La mezcla se mantuvo en agitación constante y a pH 9.. 0- 

9, 5 con KCO3 al 5%, a temperatura del cuarto, durante 2 hr y a

40C durante 18 hrs. Al término de este tiempo se colocó en diá- 

lisis exhaustiva frente a solución salina. 

La muestra obtenida después de este tratamiento se pro
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b6 en inmunodifusión, e inmunoelectroforesis frente a sueros -- 

inmunes espeefficos. 

li. - La técnica anterior se repitió con las siguientes varia

ciones: 

Se emplearon 5 muestras de 5 mg de FPS G , las que

se hicieron reacción con 15 mg de BSA y 20 mg de Na - 

BH4-, cada una. 

El tiempo de oxidación original ( 202) fue reemplazado - 

por 01, ltj 21, 5' j 102 respectivamente para cada muestra, Los

ensayos fueron realizados en forma simultánea; el ensayo com— 

pleto fue repetido una vez más. 

4. Activación de F. PS . 2:_ y_ 1£oj2l:Imiento a través de diazoaci6n

a BSA ( 22). 

Est-- método está dividido en tres partes: preparación - 

del éter formado por los radicales oxhidrilolibres en el polisa— 

cárido y una molécula factible de diazoar; reducción de esta mo- 

lécula para obtener amina primaria aromática, la substancia -- 

pleada en este caso es el bromuro de p - nitro bencilo; y la terce

raparte, la diazoación propiamente dicha por medio de la cual - 

se une la protefna al polisacárido. 
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La técnica se realizó en idénticas condiciones a las -- 

reportadas por el autor ( 22) dnicamente las concentraciones -- 

de los reactivos fueron diferentes, pero siempre en proporción

a las mencionadas y en relación estequiométrica al polisacári— 

do, que en este caso fue FPS G-. 

Se realizaron 3 ensayos: 

Con 10 mg de polisacáridos, empleando solamente la -- 

tercera parte de la técnica ( diazoaci6n y acoplamiento

a BSA). La muestra resultante se probó con sueros in- 

munes espeefficos en inmunodifusi6n e inmunoelectro— 

foresis. La cantidad de BSA empleada fue de 8 mg. 

11.- Con 30 rng de polisacárido y 141 rng de bromuro de -- 

p- nitrobencilo, ( 23) j acomplados a 24 rng de BSA, la - 

muestra se dializ6 finalmente contra solución fisiol6- 

gica de NaCl, y se probó con sueros espeefficos en in

munodifusi6n y electroforesis. 

Con 5 mg de polisacárido y 23. 5 mg de bromuro de -- 

p- nitrobencilo, la reacción fue seguida desde su inicio

con inmunodifusión y se detuvo en el momento en que

no apareció banda de precipitado en el gel, frente a -- 

un suero inmune espeerfico de conejo contra FPS G-. 



R E S U L T A D 0 S



28 - 

1. Activación de F. PS G- con m—Zperyr2dato de sodio y acoplamien- 

to a Lisina. 

Los ensayos preliminares realizados con actívaci6n por

m- peryodato de sodio del Polisacárido, el cual fue acoplado a -- 

lisina y directamente puesto a reaccionar con Sepharosa 4B ( pág. 

21). se muestran en, las figuras 3. 4 y 5. 

2. Activaci6n de FPS G", con BrCN v acoplamiento a Lisina ( 21). 

El resultado de esta activaci6n del polisacárido, se -- 

muestra en la fig. 6, la cual es el perfil cromatográfico de la - 

eluci6n de la columna de inmunoadsorbentes preparados con Se— 

pliarosa 4B y polisacárído activado con BrCN. 

3. Activación de FPS con—LECtL_y_ UopLaLqí o a BSA. L(Ln 0L— 

Los resultados obtenidos por esta primera variante del

procedimiento gen,eral ( pág. 22). demue
1

stran a través - 

de la cromatograffa en columna de Sephadex G- 1100, la - 

presencia de tres picos ( figT 7). 

El pico A, a la IDR e IEF ( fig. S) j fue negativo y la -- 

CPC, muestra aparentemente que trabajamos en exceso

de Ag polisacárido. 
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Este pico se unió a Sepharosa 4B activada con BrCN. 
i

A este inmunoadsorbente, se le pasó 1 mi de suero de - 
1

conejo anti FPS G* . Como se puede observar en la fi- 

gura 10, se pudieron separar dos picos definidos, el - 

elufdo a través de PBS plí 7. 4 y el obtenido por G1- HC1

plí 2. 8. 

Con estos datos es muy dif:reil sacar una conclusión de

finitiva: Los resultados de la IDR, lEF y CPC, demuestran que

los productos obtenidos de los tres picos, reaccionaron dnica-- 

mente contra el suero de conejo anti FPS Gt . mientras que, -- 

k

contra anti -BSA fueron negativos en todos los casos. 

El IAD nos permite pensarj o que al pasar el suero de

conejo anti F. PS G a través de la columna hubo, separación de

dos tipos de moléculas: las encontradas en la eluci6n con PBS - 

que fueron la mayorra) que aparentemente no reaccionaron con

los determinantes autigénicos del polísacárido unido a la Sepha- 

rosa 4B activada a través de BSA; y las elufdas con Gli- HC1, -- 

que a pesar de ser la minor.faj si reaccionaron con ciertos de— 

terminantes del polisacárido, pero desafortunadamente, las can

tidades obtenidas fueron tan escasas, que no fue posible hacer - 
i

cualquier experiencia que nos permitieran demostrar en forma - 
k
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concluyente lo que se buscaba. 

Los picos B y C. a la IEF fueron positivos ( figura 8) j

frente al suero anti polisacáridoj pero negativos frente al sue

ro anti BSA. 

La CPC ( fig. 9), de estos productos nos indican tam— 

bién que hemos trabajado en e,xceso de antfgeno polisacárido. 

li. - En este caso se emple6 polisacárido derivado de — 

Salmonella durham salvaje ( G'), en las mismas condi

ciones que el anterior ( pág. 22). 

La cromatograffa en columna de Sephadez G- 100, ( fig. 

11) representa un solo pico revelado por el reactivo - 

de Foling este producto después de liofilizado se so— 

meti6 a IDR ( fig. 12). 

La placa obtenida muestra s6lo reactividad frente al

suero anti FPS G-, con negatividad total hacia el sue

ro anti BSA, lo que nos hace pensar que probablemen

te en e stas condiciones los determinantes antigénicos
1

de la BSA sufrieron alguna modificaci6n. 

III. - Por este procedimiento se
1

siguieron tres modalida— 
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des ( pág. 23), con los siguientes resultados: 

A) . El producto obtenido ( rendimiento 30 mg), se liofili— 

z6, Y se sometió a IDR e IEF ( figs. 14, 15 y 20). 

De los 30 mg del liofilizadoj 16. 5 mg se pasaron por - 

columna de Sephadex G- 100 ( fig. 13). Las fracciones - 

obtenidad, se leyeron a E : 280 nm y revelaron la pre

sencia de dos picos; también fueron lefdas a E : 625 - 

nm por medio de la reacción de Antrona y revelaron un

pico. Ambas fracciones fueron estudiadas en IDR e lEF

figs. 14, 15, 16, 17, 19 y 20). 

B). Antes de acoplar el FPS ( 10 mg) a BSA disuelta en PBS, 
1 1

éste se dializ6 contra PBS, una vez terminada la reac- 

ci6n. el producto resultante se dializ6 contra agua des

tilada, se liofiliz6 y una porción disuelta en solución - 

salina isotónica, fue estudiada en IDR e IEF ( figs. 20y

21). 

C). Con esta última variante, el FPS activado ( 10 mg), fue

sometido a diálisis contra NaHCO pH 8. 0, previa a la - 
a

unión con BSAj posteriormente se redializ6 contra agua

destilada, se liofiliz6 y observamos su comportamiento
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en IDR e IEF ( figs. 20 y 21). 

Como se puede observar los resultados: prácticamen- 

te en todos los casos, las muestras reaccionaron sólo frente - 
1

al suero de conejo anti BSA, exceptuando la muestra del inciso

B que no reacciona ante ningún suero inmune y el caso del pico

1 del inciso III. A que muestra una débil reacción frente al -- 

suero de conejo anti FPS G- ( fíg. 15). 

En la IEF, el pico 1, en presencia de suero anti BSA, 

corre aparentemente más rápidamente que la muestra testigo - 

de BSA ( fig. 17)— 

El producto resultante del procedimiento C, en IEF, - 

muestra una clara diferencia, entre 61 y la BSA nativa frente - 

al suero anti BSA ( fig. 20). 
1

Con estos datos, podemos concluir, que con el procedi

miento A ( pico I) y C. los productos resultantes de la reacción. 

están compuestos aparentemente de BSA FPS W, unidos cova— 

lentemente, ya que la cromatograffa ( fig. 13) separa dos picos

y en la IDR ( fig, 15) es positivo el pico I. ante el suero anti

FPS G', mientras que en la IEF ( figs, 17 y 20), el comporta- 

miento del suero anti BSA, frente a las fracciones ante,s dichas

y la BSA nativap es distinto. 
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IV. - Despuds de la activación del FPS G- 1 la ¡ nuestra fue

dividida en tres porciones ( pág. 24), con las que se

realizaron otras tantas variantes: A, B y C. siendo

esta áltima,, igual a la variante III- Cj la que se em- 

pleó como testigo Positivo> ya que aparentemente, 
alos

trd unión covalenle enLre el FPS G- y la BSA ( fig. 20). 

A) En este procedimiento ( 30 mg de FPS G -) j después de - 

una serie de pasos y como resultado de la centrijuga— 

ci6n se obtuvo un precipitado ( PP) y un sobrenadante - 

SN)., a ambos se les practicó la reacción a la Antrona

y la de Folin. 

Antrona Folin

Ln— 

p p + + + 

La IDR e IEF son negativas en ambos casos, 
para anti

F. PS G-, mientras que sólo el pp fue pp fue positivo

frente a suero anti BSA en IDR; el sn resulta positivo

para el misino antisuero tanto en IDR como en IEF ( figs. 

22, 23 y 24). 

B) . En este caso., a una alicuota ( 30 mg) del polisacárido - 
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activado., se la agreg6 BSA disuelta en agua destilda$ 

y se dializ6 contra PBS 0. 017 moles/
litro pH 7. 4, se

liofíliz6 y coloc6 en IDR e IEF., asr como también una

curva de precipitaci6n cuantitativa. 

La figura 25, muestra ( en IDR) que el liofilizado s6lo

es positivo para anti BSA, cosa que sucede igualmen- 

te en la IEF, sin embargo, en esta ditima ( fig. 26).. - 

se pueden observar perfectamente dos arcos de preci- 

pitación3 cuyas velocidades de corrimiento son dife— 

rentes, el más cercano al ánodo (+), corresponde a - 

BSA, mientras que el de corrimiento más lento ( cerca

no al cátodo - ), corresponde probablemente a BSA -- 

unido al FPS G - o

Las curvas -de precipitaci6n cuantitativa., 
con suero -- 

anti FPS y BSA, nos muestran que ambos sueros inmu- 

nes reaccionan con el producto ( fig. 27). 

Ante estos datosj podemos seflalar que por el procedi- 

miento B, aparentementej, hay cierta reactividad, 
entre FPS y

BSA, siendo demostrado por la IEF ( fig. 26), sin embargo# las

CPC, si bien nos muestran la presencia de ambos
antfgenos, no
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podemos descartar la posibilidad de que se trate de una mezcla

de los dos productos reactivos ( FPS y BSA), sin ninguna inter- 

acción qurmica entre ellos, ya que* no se hizo cromatograffa de

separación en columna. 

C). Se obtuvieron los mismos resultados que con el proce- 

dimiento III -C- 

4. ActLv 12 e nL2.d lt q. 1 e . 1 2 d i o £ a e o 12 La 91.111,1le L6 R_ d.£ - 11 1f ES_-- LO

to a BSA. 

1. - La inmunoelectroforesis e inmunodifusi6n fueron nega- 

tivas ( no se fotografiaron las placas). 

II. - Los resultados de la cin6tica efectuada en este inciso - 

pág. 26), observados a través de la 1DR ( figs. 28 y 29) 

e IEF ( fig. 30).* fueron totalmente negativos frente a - 

los dos sueros estudiadosj por lo que se interfiere que, 

por medio de esta reacción se destruyen los determinan

tea antigénicos del polisacárido G- y sero- albámina -- 

bovina. 

n. e -- t r ay 6.2 e diazoa
E as illmleati 1 PSIL L --Y — _ áe

le 0

c i6 L. 

La IEF, IDR y la CPC hechas entre los
productos de -- 
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los tres ensayos ( págs. 26 y 27), y los sueros anti FPS G- y - 

anti sero aibdmina bovina fueron negativos. 
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El acoplamiento de polisacáridos a un aminoácido o a - 

una protefua resultaba aparentemente muy sencillo pues exis— 

tfan antecedentes de reacciones similares con otros polisacári- 

dos. Ante estos hechos, los primeros intentos de acoplamiento - 

de los FPS G1 y FPS G a lisinaj por medio de la reacción con

m—peryodato de sodio ( 20) y bromuro de cian6geno ( 21), respec- 

tivamente, se realizaron con la certeza de que era un procedi— 

miento que no presentaba problema alguno por lo que no se efec

tu6 ninguna prueba para demostrar dicho acoplamiento, de esta

manera se prosiguió con el siguiente paso, o sea, tratar de -- 

unir el compuesto ( polisacárido lisina) a Sepharosa 4B activa- 

da con BrCN y formar as.r el primer inmunoadsorbentel que nos

permitiera separar los anticuerpos espeofficos dirigidos contra

el polisacárido, del suero de conejo anti F. PS G+ o G-. Los an

ticuerpos retenidos en la columna, se separaron de ésta por — 

1

cambios de pH y molaridad por medio de soluciones regulado— 

ras, clásicas para este efecto ( GIi- HC1 0. 2 moles/ litro pH 2. 8). 

Una vez separados estos anticuerpos, pensamos que no

debe existir ningdn problema para unirlos directamente a Se-- 

pharosa 4B ( 16), debido a que es una técnica usada en inmuno— 

qu,rmica prácticamente como rutina, con este segundo inmunoad
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sorbente se planeaba iniciar la separaci6n de determinantes an

tig6nicos espeefficos de los polisacáridos y asf evitar la ruti— 

na larga y tediosa que se tiene que seguir
actualme

5

nte para po- 

der determinar la estructura qufmica y biol6gica de unidades - 

de repetici6n de polisacáridos ( en nuestro caso), derivados de

Salmonella. 

Nuestros primeros ensayos con el ¡ u munoadbos rb ente

vistos a través del perfil cromatográfico (
figs. 3, 4 y 5), re— 

sultaron satisfactoriosj pues obtuvimos una fracci6n aparente- 

mente no espeeffica2 la cual salla en la eluci6n de PBS; mien— 

tras que en la eluci6n con Gli- HC1, se obtuvo la fracci6n con - 

aparente especificidad. 

Al neutralizar.. concentrar y resuspender este produc- 

to en soluci6n salina isot6nica (
supuestamente anticuerpos esp.2

erficos vs el polisacárido), 
observamos: 

a) El rendimiento, medido por concentraci6n protéica era

muy bajo; 

b) Al tratar de hacerlo reaccionar por medio de técúias - 

inmunol6gicas ( IDR: IEF CPC), en presencia de sus- 

antfgenos polisacarrdicosp los resultados en todos los
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casos fueron negativos; dicho de otra manera los su- - 

puestos anticuerPOs espeerficos retenidos en la colum- 

na, no reaccionaron con antfgenos homólogos. 

Ante este primer fracaso, pensamos que lo más dtil -- 

serfa revisar oada uno de los pasos realizados en las reaccio— 

nes precedentes y, en particular, demostrar en primer lugar, 

por medios qufm1cos 0 inmunO16gicOso si en realidad hubo un

primer acoplamiento entre el polisacárido y el aminoácido o la

protefna que nos servirfa de puente para unirlos a la Sepharosa

4B. 

Para estos experimentos, se emple6 sero- aibdmina bo- 

Y-ina, en sustituci6n de la lisina y fueron Introducidas una serie

de variaciones a los métodos ya empleadoso además se intent6 - 
1

un nuevo método: la diazoacidu. 

La activaci6n de FPS G-'+ con BrCN y su acoplamiento
k

a BSA dieron resultados que se prestan a disousi6n, asf como a

interpretaciones., que se pueden obtener por inferencia al rela- 

cionar la estructura qufmica del polisacárido y su comportamien

to ante las pruebas que fueron realizadas. 

En su primer Intento de dar una hip6tesis consistentes
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vamos a hacer un repaso somero acerca de la estructura qufmi- 

ca y comportamiento inmunol6gico del FPS G .' 

La probable estructura qu.fmica asf como su comporta- 

miento inmunol6gico, se basan en los resultados obtenidos por - 

A. Isibasi, presentados como tésis para obtener el grado de -- 

Doctor en Ciencias ( 1nmunologfa). 

La unidad qufmica de repetición del FPS G , es proba- 

blemente

2 - Gal - 1, 3,- N ac Glc NH2 1, 3- N ac Gal NH2- 1, 2 - Fuc

6, 1

Glc

Serol6gicamente pertenece al grupo G de la clasifica- - 

ción de Kauffman y Whitej tiene los determinantes antigénicos - 

101 lj 13, 23, 36 y 37. Los factores 1, 37 aparecen después de - 

la lisogenizaci6n de la bacteria Salmone.11a durham salvaje ( no - 

convertida, factores 101 13, 23, 36) por el fago 1. 37, 

Este polisacárido es conocido es conocido con certeza - 

en su determinante 101 1, el que está constitu0o por: 

Glc - 1, 6- N ac Gal NH2
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que corresponde al mismo factor 1 de FPS IL ( S ¡ Lin.2.2 e_1 la

o h?jnLs jurg ( 6) pero que difiere al factor ' 0' 1 de otras salmo

nelas. seftenberg ( 24), paratyphi ( 25), typhi ( 26) y zUrich ( 27) - 

que es: 

Gle- 1, 6 - Gal NH2

La actívaci6n del FPS G con BrON y el acoplamiento

posterior a BSA, hacen suponer por los resultados obtenidosj -- 

que el fen6meno se realiza ( fig. 10). 

Cabe hacer resaltar que por medio de esta reacci6n la

BSA sufre cambios tan importantes en su estructura qufMica, -- 

que de cierta manera la desnaturaliza, a tal grado que en pre— 

sencia del suero anti BSA nativa ( figs Y 9). 

Esta desnaturalizaci6n no es ningdn inconveniente, ya - 

que s6lo nos interesa la BSA como ligando intermediario entre - 

Sepharosa 4B y polisacíridoj del cual si es importante mantener

intactos los determinantes antigéDic0s. 

Todo estarfa perfecto a no ser por el hecho de que si - 

bien el antisuero anti FPS G«'- , continda reaccionando en IDR -- 

contra este mismo antfgeno modificado por el tratamiento
de . 
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BrCN; en la IEF ( fig. 8) permanece su arco de precipitaci6n

en el mismo sitio, que el polisacárido no modificado y no se

revela algún otro arco ante el suero de conejo anti FPS. 

Si desde el punto de vista inmanológico, a través de

7a prueba de IEF no podemos asegurar que hubo un verdadero

acoplamientoj entre BSA y polisacárido, desde el punto de vis- 

ta qufmico, podrramos hacer especulaciones en el sentido de -- 

que, al pasar el polisacárido tratado BSA en columna de Sepha

dex G- 10Oj obtenemos 3 picos ( fig. 7) lo que nos harfa suponer - 

que se han separado tres especies moleculares diferentes, en las

quej probablemente, la primera podrfa corresponder a estas dos

maeromoléculas unidasj las cuales saldrran en el volumen de ex

clusi6n, por efecto de su peso molecular más elevado en compa- 

raci6n con el de cada molécula por separado; aparentemente es- 

to es realj pues el primer pico de las lecutras del polisacárido

a través de la antrona, corresponden a un cierto aumento, en las

lecturas para protefnas. 

Posteriormente, las lecturas para protefna, descien— 

den prácticamente a cero y vuelven a ascender en el mismo si— 

tio del tercer pico revelado por la antrona, sin embargo, cabe
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señalar perfectamente que las lecturas para protefuas se en- - 

cuentran dentro de un rango muy bajo del orden de 0, 050 a 0, 060

de absorbaucia y que además, la presencia de ; os tres picos re- 

velados a la antrona ( poli sacárido s) , no es nada nuevo0 ya que - 

se sabe perfectamente que el FPS G4' . es una molécula muy he- 

terogénea en cuanto a peso molecular ( fig. 31). 

El único argumento más 0 menos válido que nos quedaj- 

es el de que al preparar el inmunoadsorbente ( pico 1 del FPS G

BSA) obtenemos a la eluci6n ( fig. 10) con Gli- HC1 un grupo de

protefuas derivadas del suero de conejo anti FPS G , que se -- 

han unido espeefficamente y que pueden ser anticuerpos. La can

tidad obtenida de estos supuestos auticuerpos, es tan pequefia - 

e.n relaci6n a lo que no se une ( eluIdo de PBS), que una vez que

se han dializado con entrado y resuspendido en soiuci6n salina - 

isot6nica, no reacciona contra 10 que se supone su Ag hom6logo. 

En fin, podemos señalar que hay ciertas evidencias de - 

este acoplamiento, que la reacci6n no destruye los determinan— 

tes antigénicos del polisacárido pero que por alguna raz6n deseo

nocida, si bien hay un atrapamiento de moléculas espeefficas -- 

por medio del inmunoadoorbente, éstas en el proceso de purifi— 

caci6n, sufren alguna alteraci6n, que las hace perder su reacti- 
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vidad antig6nica. 

Los siguientes tres experimentos de activaci6n de po- 

lisacáridos con BrCN, se realizaron con FPS G' j cuya proba— 

ble estructura qufrnica es la siguiente: 

2 - Gal - 1, 3- N ac Glc NH 21 p3- N ac Gal NH2 - 1, 2- Fuc

Sus determinantes antigénicos ' Ot de acuerdo a la clasificaci6n

de Kauffman y White son 13, 23 36; no se conoce la estructura - 

de ninguno de ellos, ésto es, se sabe su probable unidad qufmi- 

ea de repetici6n pero no su unidad qurmica biol6gica. 

De las variedades técnicas restantes, se hicieron ( 11. 

111 y IV) incluyen todas las modificaciones de cada una de ellas

Al B C). en apariencia, hubo resultados relativamente satis- 

factorios en las variantes 111. A ( pico 1) y C. Asf como IV. B. 

Sin embargo distan de ser concluyentes. En el primer

caso ( fig. 13), desde el punto de vista qufrnico, es posible se- 

parar dos grupos moleculares y en uno de ellos, el primero -- 

llamado pico 1, coinciden las lecturas tanto a la antrona para - 

azúcares, como al reactivo de Folin para protefnas, sin embar

go, en este procedimiento al igual que en el IV. B, la Inniuno— 
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electroforesis nos demuestra que si hay una migraci6n distinta

la seroalbámina bovina y el polisacárido de Freeman, probable

mente unidas y la seroalbdmina bovina nativa ante el suero su - 

ti seroalbdmina bovina ( fig. 20 y 26), pero al contrario de lo

ocurrido con el polisacárido de Freeman cepa convertida por - 

el fago 1- 37y en este caso, nunca hubo reactividad ni a la in— 

munodífusi6n radial, ni a la inmunoelectrof ore sis con el suero

de conejo auti polisacárido de Freeman cepa salvaje, 
frente a

su antfgeno hom6lOgO- 

Estamos ante el hecho de que el acoplamiento puede -- 

ser factible en forma más segura con el polisacárido de Free— 

man cepa salvaje, pero también nos encontramos que lo que nos

interesa ( el polisacárido), durante la manipulaci6n para obte— 

ner su reactividad pierde su antigenióidad frente a su suero -- 

hom6logo. 

Las técnicas de activaci6n del polisacárido de Free— 

man, con m- peryodato y diazotizaci6n para unirlo a la sero— 

albdmina bovina aparentemente en nuestro trabajo experimen- 

tal, no muestra resultado positivo alguno. 
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El acoplamiento de estos dos polisacáridos a una pro— 

tefna, no es tan sencillo como lo relatan las técnicas clásicas - 

para este procedimiento; personalmente me inclino a pensar -- 
1

que en nuestro caso, los polisacáridos que se tomaron como mo

delo para realizar este tipo de reacciones, tienen algunas ca— 

racterfoticas propiasj que no les permiten llevar a cabo una

reacci6n de acoplamiento tan fácilmente, Hasta la actualidad 

los estudios de acoplamiento de polisacáridos con protefnas se

habfan llevado a cabo con polisacáridos provenientes principal- 

mente de neumococo ( 28) que en general tienen una unidad de re

petici6n qufmica más sencilla ( 2 a 3 azúcares) y que uno de -- 

ellos tiene generalmente un radical ácido muy reactivo; sin em

bargo, en el laboratorio donde fue realizado este trabajo, el -- 

polisacárido de Freeman derivado de SalmonellaL112hi, ( 29), a -- 

pesar de tener una unidad qufmica relativamente complicada. 

Tiv D- Gle

1- 3 1- 6

2- D Man -( 1- 4) L - Ram -( 1- 3) - D- Gal ( I - 

por el simple método de activaci6n con BrCNI fue posible aco— 

plarse, tirosina a través de un derivado de la misma ( tiramina). 

En nuestro caso no se efectué esta técnica, pues el gru
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po reactivo de la tiramina que Se une al polisacárido (
29) es - 

uno solo, por lo que queda bloqueado y sin otro grupo reactivo

con el cual reaccione la Sepharosa 4B y establecer de este mo- 

do el puente ésta última y el polisacárido. 

Probablemente la configuraci6n de los dos polisacári- 

dos, tenga mucha importancia en su reactividad inmunol6gica,- 

pues mientras que en el polisacárido cepa convertida por el fa - 

go 1- 37, hay una glucosa lateral, la que le confiere cierta es— 

tabilidad cuando se activa y acopla a la seroalbdmina bovina y - 

permite que continúe reaccionando con su suero hom6logo, el -- 

polisacárido cepa salvaje, al faltarle esa glucosa lateral, las - 

condiciones tanalcalinas ( pH 11, 12) en las que se trabaja, hagan

que la fueosa ( 6- desoxi- D- Gal) que es tan sensible a pH muy ele

vado, sea en alguna forma modificada o destrufda por lo que la

configuraci6n de la unidad de repetici6n del polisacárido, pier- 

da toda reactividad inmunol6gica. 

Creemos que este tema debe ser estudiado con más pro

fundidad, ya sea haciendo más experimentoso o tratando de re— 

petir los mismoso pero con otros polisacáridos derivados de -- 

otras Salmonellas. 
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ABREVIATURAS. 

F PS Polisacárido de Freeman. 

cepa convertida por el fago 1- 37

G- cepa salvaje

BSA seroalbámina bovina
1

1DR Inmunodifusi6n radial

IEF Inmunoelectroforesis

C PC Curva de precipitación cuantitativa

IAD Inmunoadsorbent'e

Gal Galactosa

Glo Glucosa

GIcNH2 Glucosamina

GaINH2 Galactosamina

Fue Fueosa

N ac Radical N - acetilo
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