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ABSTRACT
Neuraminidase, a secreted enzyme from Vibrio cholerae O1, is considered a virulence factor, because it increases
the number of cholera toxin's receptors in the gut. Besides, this protein is widely used in investigations involving
sialocompounds, in order to know the role of sialic acid residues in different biologic functions. In this work we
compared neuraminidase expression levels in 5 V. cholerae O1 strains from different biotypes and serotypes. The
5698 strain (Biotype Classic, Serotype Inaba) had the highest level and with this strain we designed a purification
procedure that included: ammonium sulphate precipitation combined with pH of minimum solubility of the
protein, gel-filtration chromatography (Sephacryl S-200HR)}, and finally ion-exchange chromatography (Q-Se-
pharose FF). This scheme gave us a 30 % of recovery with 98 % purity as determined by gel-filtration in HPLC. Pu-
rified neuraminidase was used for the pre-treatment of human sera previous to a hemagglutination-inhibition test
with influenza type B virus. The enzyme was effective in the removal of non-specific inhibitors of the sera and it
yielded similar results that a standard neuraminidase from a commercial source.
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RESUMEN
La neuraminidasa, una enzima secretada por Vibrio cholerae O1, es considerada un factor de virulencia por au-
mentar el nimero de receptores a la foxina de este microorganismo en los enterocitos. Ademds, esta enzima es
de amplio uso en las investigaciones con sialocompuestos, para el esclarecimiento de la participacién de los res-
tos de dcido sidlico en diferentes funciones biolégicas. En el presente trabajo comparamos los niveles de expre-
sién de esta enzima por 5 cepas de diferentes biotipos y serotipos de V. cholerae O1. Se seleccions la cepa 5698
(Biotipo Cldsico, Serotipo Inaba) como la mds productora, y a partir de ella se establecié un protocolo de
purificacién que incluyé: precipitacion con sulfato de amonio al pH de menor solubilidad de la proteina, y cro-
matografias de filtracion en gel (Sefacril S-200HR) e intercambio iénico (Q-Sefarosa FF). Estos pasos suministra-
ron la enzima con un rendimiento del 30 % y un nivel de pureza del 98 % determinado por gel-filtracién en
HPLC. La neuraminidasa obtenida fue utilizada para el tratamiento de sueros humanos previo a la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacién con virus influenza tipo B. La enzima fue efectiva en la eliminacién de inhibidores
inespecificos de los sueros y dio resultados similares a los de una neuraminidasa comercial utilizada como control.

Palabras claves: neuraminidasa, V. cholerae, purificacién

Introduccién

La bacteria Vibrio cholerae Ol es el agente etiold-
gico del colera, una infeccién intestinal aguda que
puede llevar a una rapida deshidratacion, acidosis, y
a la muerte en el 50 % de los casos graves. En la pa-
togénesis de la enfermedad el evento de mayor im-
portancia es la secreciéon al lumen intestinal de una
enterotoxina cuyo receptor celular es el gangliosido
GM, La subunidad A de esta proteina posee la acti-
vidad ADP-ribosil transferasa que desencadena las
reacciones bioquimicas causantes de los sintomas ca-
racteristicos de la enfermedad: activacion de adeni-
lato-ciclasa, inhibicién del consumo de Na*, aumento
de la secrecion de CI, y grandes pérdidas de fluido
en general (1).

El V. cholerae Ol secreta también otras proteinas
consideradas importantes factores de virulencia. Una
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de estas proteinas es la enzima neuraminidasa, una
glicosidasa que actia a nivel intestinal y convierte
los oligosialogangliésidos a GM,; de esta forma
aumenta el namero de receptores a la toxina y la
cantidad efectiva de toxina acoplada a los mis-
mos (2, 3).

Ademds de su funcion en la patogenia del célera,
la enzima neuraminidasa es muy usada en la practica
con fines investigativos. La reaccién que cataliza es
la liberacién de los residuos terminales de acido N-u
O- acilneuraminico presentes en oligosacaridos,
polisacaridos, mucopolisacaridos, glicoproteinas y
glicolipidos. Como dichos residuos de acido sidlico
son constituyentes de muchos receptores de toxinas,
hormonas y neurotransmisores, asi como de molé-
culas de adhesion celular, los tratamientos con neu-
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raminidasa resultan muy valiosos en los estudios ba-
sicos sobre glicoconjugados y en el esclarecimiento
de la posible participaciéon de estos residuos en la
funcion bioldgica particular (4, 5).

En el presente trabajo estudiamos la produccién
de neuraminidasa por 5 cepas pertenecientes a dife-
rentes biotipos y serotipos de V. cholerae O1 con el
objetivo de seleccionar una cepa buena productora,
de la cual obtener la enzima con la mayor pureza y
rendimiento posibles. La neuraminidasa de V. chole-
rae ha sido purificada con anterioridad usando la
cromatografia de adsorcion en hidroxiapatita (6).
También ha sido producida en la bacteria Es-
cherichia coli y purificada mediante precipitacion
salina y filtracion en gel (7). En nuestro caso, para la
obtencion de un preparado enzimatico de alta pureza
combinamos una precipitacion salina diferencial con
las cromatografias de filtracién en gel e intercambio
i6nico.

La funcionalidad de la enzima purificada se veri-
fic al tratar con ella los sueros que serian evaluados
en inhibicion de la hemaglutinacion viral.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y condiciones
de crecimiento

Se utilizaron 5 cepas pertenecientes a la especie V.
cholerae O1 de diferentes biotipos y serotipos:

» 569B (Biotipo Clasico, Serotipo Inaba), Univer-
sidad de Missouri, EE. UU., R.A. Finkelstein.

» 395 (Biotipo Clasico, Serotipo Ogawa), Center
for Vaccine Development, EE. UU., J. Kaper.

« T19479 (Biotipo El Tor, Serotipo Inaba), Depto.
Microbiologia e Inmunologia, Universidad de
Goteborg, Succia, A.M. Svennerholm.

» JBK70 (Biotipo El Tor, Serotipo Inaba) y
N16961 (Biotipo El Tor, Serotipo Inaba), Cen-
tro de Investigaciones de Enfermedades Infec-
ciosas, Cuernavaca, México, J. Sanchez.

Las bacterias crecieron en 500 ml. de peptona
bacteriologica (OXOID) 3 % (p:v) pH 7,4 durante
8 h a 37 °C, con agitacién en zaranda a 200 rpm.

El cultivo se centrifugd a 6 400 g durante 15 min a
4 °C y el sobrenadante con la proteina de interés se
recupero.

Actividad enzimdética

Las muestras se diluyeron 1:2 (v:v) en solucion tam-
pon acetato 0,1 M con cloruro de calcio 0,02 M pH
5,5 (6). A la mezcla de reaccion se adicioné el sus-
trato (GD, 9 mM en la misma solucién tampén) en
una relacion 1:5 (v:v). Las mezclas se incubaron du-
rante 30 min a 37 °C. Las condiciones para la activi-
dad enzimdtica (concentracién de sustrato y tiempo
de reaccion) habian sido previamente estandarizadas
por nosotros (no se muestran los resultados). La
reaccién se detuvo calentando 2 min a 100 °C. La
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cantidad de acido N-acetil neuraminico (NANA) li-
berado fue determinado cualitativamente por cro-
matografia en capa fina empleando Silica gel 60
(MERCK) como soporte; se reveld con resorcinol-
HCI (8), o se determind cuantitativamente por el
método del acido tiobarbitiirico (9).
La actividad enzimética fue expresada en unida-
des internacionales, donde:
e 1 unidad intemmacional (UI) corresponde a la
cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de
NANA en | mina 37 °C.

Purificacién de la enzima

El sobrenadante libre de células fue concentrado 10
veces usando un equipo Hollow-fiber DC-2 (AMI-
CON) con membrana de poro de exclusién 10 kDa.
A continuacion se realizé una precipitacion con sul-
fato de amonio al 40 % de saturacién durante 2 h a
4 °C. La proteina precipitada se removid por centri-
fugacion a 6 400 g a 4 °C durante 15 min, y al sobre-
nadante se le aiiadio sulfato de amonio hasta el 60 %
de saturacion, y se dejo precipitar durante 30 min a
4 °C; en este segundo paso de precipitacion se ajusto
el pH a 3,5 con 4cido ortofosforico 17 % (p:v).

El precipitado obtenido se resuspendié a una con-
centracion de proteinas final de 25 mg/mL en solu-
cién tampon fosfato 1 mM pH 6,8 y se aplicaron
5 mL en una matriz Sefacril S-200HR (Pharmacia,
LKB) equilibrada en igual solucion tampén y empa-
cada en una columna XK 16/100 (Pharmacia, LKB).
Se colectaron fracciones de 3 mL, a las cuales se les
determiné cuantitativamente la actividad enzimatica;,
las fracciones con valores por encima de 0,2 U/mL
se reunieron y esta muestra se aplico en una cromato-
grafia de intercambio i6nico empleando la matriz Q-
Sefarosa I'F (Pharmacia, LKB) equilibrada en solu-
cién tampon fosfato 1 mM pH 6,8. Luego de lavar
con 10 volimenes de columna, las proteinas se elu-
yeron y asi aumentd la fuerza i6nica hasta IM de
cloruro de sodio. Estas muestras fueron dializadas
contra tampon acetato pH 5,5 durante 12 ha4°C,y
en esas condiciones conservadas a 4 °C.

La pureza ¢ integridad de las muestras se verifico
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
de filtracién en gel, con una columna TSK G-3000
(Toyo SODA, Japén).

La determinacion de proteinas se realizo por el
método de Lowry (10).

Inhibicién de la hemaglutinacién

Se realizo el ensayo de inhibicion de la aglutinacion
de enitrocitos con el virus de influenza humano tipo
B; para ello se emplearon sueros de individuos antes
y un mes después de haber recibido una vacuna
antigripal (vacuna viva atenuada adaptada al frio
B/14/5/1, del Instituto de Medicina Experimental de
San Petersburgo, Rusia).
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Para la eliminacion de los inhibidores inespecifi-
cos de la hemaglutinacién existentes en los sueros se
empled el siguiente tratamiento enzimatico (11):

Los sueros se diluyeron 1:6 (v:v) en tampdn ace-
tato incluyendo 2,5 mUI de neuraminidasa de V.
cholerae por cada muestra, y se incubaron 18h a
37°C. En nuestro caso usamos una enzima de refe-
rencia (neuraminidase from V. cholerae, Bochringer
Mannheim 20 Ul/mg) asi como la enzima purificada
en este trabajo.

A continuacion se afiadieron 8 unidades hemaglu-
tinantes del virus de influenza humano tipo B y se
realizd el ensayo de aglutinacioén con eritrocitos hu-
manos (11).

Los titulos de los sueros fueron considerados co-
mo la mayor dilucién del suero donde se observé el
botén correspondiente a los hematies no aglutinados,
y los titulos superiores a 1:80 fueron considerados
positivos.

Resultados y Discusién
Obtencién de neuraminidasa

La seleccion de la cepa mas productora se hizo por
determinacion de la actividad enzimatica a los sobre-
nadantes de cultivos de las diferentes cepas utiliza-
das. Como se muestra en la Tabla 1, la cepa 569B
(biotipo clasico, serotipo inaba), fue la de mayor ac-
tividad enzimatica. Esto coincide con lo planteado
por otros autores (12), quienes en general han en-
contrado que las cepas del biotipo clasico son mas
productoras de neuraminidasa que las del biotipo El
Tor. Coincidentemente, las cepas del biotipo clasico
son mas productoras de toxina in vivo, por lo que se
ha especulado sobre 1a existencia de una correlaciéon
entre la secrecion de toxina colérica y neuraminida-
sa. En cualquier caso, el resultado es que las cepas
del biotipo clasico provocan pérdidas de fluido que
ocasionan un mayor volumen de diarreas, a diferen-
cia de las cepas del biotipo El Tor, las cuales en
ocasiones provocan sblo infecciones asintomaticas.
La cepa 569B, en particular, es hiperproductora de
toxina, y en nuestras condiciones experimentales
también result6 ser la mas eficiente en produccion de
neuraminidasa (Tabla 1).

Para cada cepa se evaluo la actividad enzimética
cualitativamente para dos tiempos de incubacién
muestra-sustrato (20 y 80 min de reaccién) con el
objetivo de ver si se lograba un total agotamiento del
GDy,. Como se muestra en la Figura 1, esto se logro
con la cepa 569B coincidiendo con el resultado de la
determinacidén cuantitativa anterior.

Con la utilizacion de la técnica de cromatografia
en capa fina se determiné la especificidad de sustrato
que presenta la enzima estudiada, y se comprobé que
solo libera el resto de é4cido sialico mas externo del
GD, (que es el que cuantificamos por el método del
acido tiobarbitiirico). A pesar de tener el GM,; otro
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Tabla 1. Relacién entre la actividad enzimatica y el rendimiento celular.

Cepas N16961 JBK70 T19479 569B 395
Act. enz. cuantitativa
(U/mL) 0,06 0,077 0,055 0,112 0,094
Act. enz. cualitativa +(* ++ + +++++  +++
Rend. celular

8,32 10,32 9,94 7,28 8,1

(g/L) Peso humedo
act enz. [rend. cel. 4 5079 00075 00055 0015 0011

(U/mg)

(*): Un mayor nomero de signos positivos se corresponde con una mayor actividad enzimatica

cualitativa.

resto de 4cido sialico que podria ser liberado, este no
es utilizado como sustrato por la enzima pues esta
inaccesible por impedimentos estéricos en la estruc-
tura del ganglidsido (13, 14). Como se muestra en la
Figura 1, incluso a los 80 min de accién de la neura-
minidasa de la cepa 569B, en que el GD,, de-
sapareci6 completamente, el GM; se mantuvo sin ser
desialilado por la enzima.

Purificacién de la enzima

Durante el proceso de purificacién de neuraminidasa
determinamos la actividad cuantitativamente por el
método del écido tiobarbiturico (9). En el proceso
seguido para la purificacion partimos de un sobrena-
dante de cultivo concentrado diez veces para facilitar
el trabajo con voliimenes menores. El poro de exclu-
sion de la fibra utilizada fue de 10 kDa, lo que per-
mite la eliminacion de contaminantes con pesos mo-
leculares menores de esa talla, asi como productos de
degradacion.

Seguidamente, usando un efecto combinado de la
fuerza i6nica y el pH de minima solubilidad de la en-

la b

Ila b Mallb 1 2 IVaIVb Va Vb

Figura 1. Cromatografia en capa fina para la determi-
nacién cualitativa de actividad neuraminidasa.Lineas la y
Ib: Cepa N16961, Lineas lla y lib: Cepa JBK70, Lineas llla y
liib: Cepa T19479, Lineas IVa y IVb: Cepa 569B, Lineas Va
y Vb: Cepa 395. En todos los casos a) corresponde a
20 min de reaccién enzimatica y b) a 80 min. Como pa-
trones en 1: GD,, (Sigma), 2: GM, (Sigma).
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zima (determinado por nosotros en experimentos
previos no mostrados), logramos enriquecer la pro-
teina de interés a partir del crudo inicial concentrado.
En el precipitado obtenido con un 40 % de saturacion
de sulfato de amonio hubo una minima pérdida de
actividad enzimatica, la que qued6 mayoritariamente
en el sobrenadante. En el otro paso de la precipita-
cion fraccionada no detectamos ninguna actividad
ncuraminidasa en el sobrenadante y si en el precipi-
tado, si bien la recuperacion no fue total. Esto pu-
diera deberse a una menor estabilidad de la enzima a
pH 3,5, lo que provocaria desnaturalizacion de una
parte de la misma y pérdida de su actividad. No obs-
tante, preferimos este método pues resultd mas efec-
tivo en la precipitacion total de la proteina que cuan-
do no ajustamos el pH y se precipitaba sélo por el
efecto de la sal. Al utilizar s6lo una precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio como en trabajos
anteriores (15) es necesario en el segundo paso adi-
cionar sulfato de amonio hasta un 80 % de saturacion
para que precipite completamente la proteina de inte-
rés; con ello aumentan también los contaminantes
precipitados a esa mayor fuerza i6nica. En nuestro
caso, al complementar el efecto de la sal con el del
pH de minima solubilidad, se¢ favorecio la precipita-
cion preferencial de la neuraminidasa con un por
ciento de saturacion de sulfato de amonio inferior
(60 %) al anteriormente utilizado.

El precipitado del paso anterior se resuspendié en
un volumen minimo de tampén fosfato 1 mM pll
6,8, aproximadamente 15mlL (concentracién de
proteinas 25 mg/mL), asi se restituyo a la enzima en
un valor de pH en el cual resulta mds estable, y en
estas condiciones se realizaron los pasos cromatogra-
ficos siguientes.

Las muestras reconstituidas tras la precipitacion
quedan con una alta concentracion salina, la que es
eliminada mediante el paso de filtraciéon en gel que
se realiza a continuacion. Aunque la cromatografia
de exclusién molecular tiene limitacion en el volu-
men de aplicaciéon, pudimos realizar un procesa-
miento rapido de toda la muestra al resuspender el
precipitado en un volumen pequefio. Probamos las
matrices Sefacril S-100HR y Sefacril S-200HR, y se
obtuvieron cromatogramas similares al mostrado en
la Figura 2 en ambos casos. En el Sefacril S-200HR,
la actividad enzimatica se detectd sélo en la subida e
inicio del segundo pico;, de este modo se aislo la
enzima de los contaminantes que eluian primero
(Figura 2). En el caso del Sefacril S-100HR, la acti-
vidad se detectaba tanto en el primero como en el
segundo pico, por lo que decidimos trabajar con la
matriz Sefacril S-2001HR en nuestro esquema final de
purificacion. La neuraminidasa de V. cholerae obte-
nida recombinante en . coli, ha sido purificada por
otros autores utilizando una matriz Sefacril-300 (7)
que en nuestro caso no consideramos necesario
utilizar, pues como ya ha sido mencionado logramos
una bucna resolucion con la matriz Sefacril
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Figura 2. Perfil cromatografico de la cromatografia de
exclusién molecular. Matriz: Sefacril S-200HR; flujo: 9
cm/h; linea continua: D.O_; linea discontinua: actividad
enzimatica.

S-200HR. Por demas, el peso molecular de la protei-
na a purificar (aproximadamente 85 kDa), se en-
cuentra en el rango de separacién de las dos matrices
probadas en este trabajo.

En el segundo pico del cromatograma obtenido en
la filtracion en gel, la absorbancia a 280 nm se man-
tuvo elevada durante 10 fracciones aproximada-
mente. Esto pudiera deberse a la fuerte pigmentacion
de la muestra aplicada en la columna, aportada pro-
bablemente por componentes del medio de cultivo
que no se habian logrado eliminar aun, y que absor-
ben también a esta longitud de onda. Tratamos de va-
riar el medio de cultivo, pero los rendimientos en la
actividad enzimatica obtenidos fueron significativa-
mente menores, por lo que continuamos el trabajo
con peptona bacteriologica 3 %. No obstante, las
fracciones que eluyeron con altos valores de activi-
dad neuraminidasa (inicio del segundo pico), no re-
sultaron pigmentadas.

Posteriormente, la muestra (fracciones de la 11 a
la 17, Figura 2) fue aplicada en un intercambiador
anionico al cual debe fijarse la neuraminidasa al en-
contrarse por encima de su pH isoelécetrico (pl < 5)
en las condiciones de la corrida (tampon fosfato 1
mM pH 6.8). En este paso se pudo procesar un vo-
lumen grande de muestra por la alta capacidad de la
matriz empleada (Q-Sefarosa I'F). Para la elucién, sc
fue aumentando gradualmente la concentracion de
cloruro de sodio, y a las fracciones colectadas se les
determiné actividad enzimatica. Finalmente, decidi-
mos utilizar 0,15 M NaCl para la eliminacién de los
contaminantes que se pegaban mas débilmente a la
matriz; 0,23 M NaCl para eluir la neuraminidasa en
una sola fraccién, y 1 M NaCl para el lavado final de
la columna. El cromatograma tipico obtenido con
estas condiciones de elucion aparece en la Figura 3.

Un resumen de los pardmetros controlados durante
el proceso de purificacion aparece en la Tabla 2.
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Figura 3. Perfil cromatografico de la cromatografia de inter-
cambio idnico. Matriz: Q-Sefarosa FF. Flujo de aplicacién:
24 cm/h; Flujo de elucién: 90 ecm/h; P1: No fijado a |
matriz; P2: Eluido con NaCl 0,15 M; P3: Eluido con
NaCl 0,23 M; P4: Eluido con NaCl 1 M.

En la Figura 4 se muestra la evidencia (filtracion
en gel HPLC) del alto grado de pureza (98 %) alcan-
zado tras los dos procesos cromatograficos. La recu-
peracion global de la actividad de la enzima fue del
30 % tomando como referencia la actividad inicial
existente en el sobrenadante de cultivo. Resultados
similares en cuanto a rendimiento han sido obtenidos
en trabajos de purificacion anterior tanto para la
neuraminidasa natural purificada por cromatografia
de adsorcion en hidroxiapatita (6) como para la re-
combinante producida en E. coli y purificada por Se-
facril-300 (7).

Sin embargo, consideramos que el grado de pure-
za (98 %) obtenido con nuestro protocolo de dos
pasos cromatograficos debe ser superior al alcanzado
en ambos casos, aunque cn nhinguno de ellos se
cuantificé el por ciento de pureza logrado.

La actividad enzimatica de nuestra preparacion puri-
ficada se mantuvo invariable durante al menos 6 meses
de conservacion a 4 °C (no se muestran los resultados),
lo que sugiere que la misma estd libre de proteasas
contaminantes secretadas al medio por V. cholerae
(16), las que en cantidades trazas pudieran degradar
en largos periodos de tiempo a la enzima obtenida.

Por tltimo, nuestro protocolo ha resultado ser de

Tabla 2. Resumen del proceso de purificacién.
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0 100 200
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Figura 4. Perfil cromatografico de HPLC; matriz: TSK G-
3000; flujo: 12 cm/h.

excelente reproducibilidad en nuestras condiciones
experimentales, y en principio resulta escalable para
la produccién de cantidades mayores de la enzima.

Inhibicién de la hemaglutinacion

En los sueros humanos normales existen inhibidores
no especificos de la reaccion de aglutinacion del vi-
rus de la influenza con los eritrocitos. Estos inhibido-
res que se suponen sean sialocompuestos pueden ser
eliminados mediante tratamientos quimicos o enzi-
maticos, s¢ obticnen menos frecuencia de falsos se-
Topositivos Y por tanto, valores mas reales en estos
ensayos (11). Con el método enzimético, en el que se
aplica el tratamiento con la enzima neuraminidasa, se
obtiene una mayor especificidad que con la oxida-
cién quimica con periodato, por lo que generalmente
es preferible para este propdsito.

En nuestro trabajo los sueros fucron tratados en-
zimdticamente como sc menciona en la seccion de
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos son
mostrados en la Tabla 3. I'n ambos casos se aprecia
que despugés de la vacunacion aumenta el ntimero de
seropositivos. La comparacion de los resultados
obtenidos empleando la neuraminidasa purificada en
este trabajo y la disponible comercialmente (Boch-
ringer-Mannheim) reflejd un comportamiento muy
similar de las dos enzimas.

Pas::icde.lf: pu-  Unidades Proteina  proteing to- ::;;\:::Zi Fo.c!or de :1?2:1:

acién totales (U)  (mg/ml) tal (mg) (U/mg) purificacién (%)
Sobrenadante 258 14 35000 0,0074 i 100
Concentrado 240 27 6 750 0,035 4,7 93
Sulf. de amonio 170 25 725 0,23 31 66
Sefacril S-200HR 150 0,4 150 1 135 58
Q-Sefarosa FF 78 0,2 24 3,25 439 30
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16. Schneider DR, Parker CD. isolation
and charadterization protease deficient
mutants of Vibrio cholerae. J Infect Dis
1978,138:143-149.
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Tabla 3. Resultados de la prueba de inhibicién
de la hemaglutinacion.

Yacunacién Tratamientos

A B

Antes SP 3 3
SN 25 25
Después SP 9 10
SN 19 18

A: tratamiento enzimatico de los sueros (neuraminidasa
comercial); B: tratamiento enzimatico de los sueros (neura-
minidasa purificada en este trabajo); SP: seropositivos; SN:
seronegativos.

Conclusiones

La neuraminidasa de V. cholerae O1 puede ser ob-
tenida hasta con un 98 % de pureza mediante el pro-

Recibido en diciembre de 1996. Aprobado
en julio de 1997.
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cedimiento descrito en este trabajo, el cual cs escala-
ble y repetible. La neuraminidasa obtenida resulta
completamente funcional para ser utilizada en tra-
bajos con sialocompuestos, por ejemplo en la elimi-
nacién de inhibidores inespecificos del ensayo de la
hemaglutinacion viral.
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