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Muchas bacterias patogénicas producen polisacéri-
dos capsulares que son esenciales para la virulencia.
La capsula constituye la capa mas externa de la cé-
lula bacteriana, y con frecuencia representan los
principales determinantes antigénicos tipo-especifi-
cos. Es de particular interés la obtencién de polisacé-
ridos capsulares de S. preumoniae puros, ya que
pueden ser empleados en la inmunizacién de adultos
y nifios mayores de 5 afios. La obtencién de polisaca-
ridos capsulares puros también es importante ya que
pueden ser empleados en la preparacién de conjuga-
dos polisacaridos-proteina, que al ser administrados
actian como antigenos T-dependientes capaces de
conferir inmunidad a todos los grupos etarios y per-
sonas con compromiso inmune.

La cepa 14 de S. preumoniae es particularmente
importante tanto por su alta incidencia en la region, y
en particular en Uruguay, asi como por ser la mas
frecuente en los aislamientos de neumococos resis-
tentes a penicilina en casos clinicos de pneumonia y
meningitis. La cépsula de S. pneumoniae cepa 14
estd constituido por un polisacarido neutro formado
por unidades repetitivas de un tetrasacérido con la
siguiente estructura:
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Para la obtencion del polisacarido con alta pure-
za y en pequefias cantidades se ha desarrollado un
método de purificacion empleando lectinas inmovi-
lizadas. La lectina de soja (Glicife max) reconoce
especificamente residuos de b-D-galactosa y b-D-
N-acetil-galactosamina. Lisados de medios de cul-
tivo de la cepa 14 de S. pneumoniae, luego de diali-
zados y liofilizados fueron disueltos en buffer ace-
tato 0,1 M, pH 6,0, suplementado con iones
divalentes y aplicados a una columna de afinidad de
origen comercial, preparada con lectina de soja in-
movilizada sobre Sepharose-4B. La muestra se
aplicd directamente, la columna fue lavada con el
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mismo buffer y el polisacérido eluido selectivamente
con una solucién de galactosa 0,1 M. Luego de diali-
zar y liofilizar el eluido, la identidad y pureza del
producto fueron ensayados por un reactivo de latex
especifico, por analisis de azicares y proteinas, y 'H-
y C-NMR. El método propuesto es mas rapido y
sencillo que los tradicionales, y el producte obtenido
posee una elevada pureza, que lo hace adecuado para
la purificacién de este polisacarido en pequeiia escala.

Para la obtenci6n del polisacérido capsular en ma-
yores cantidades, se desarrollé un método de purifica-
cién a partir de medios de cultivos inactivados y lisa-
dos de la cepa 14 de S. preumoniae, El sobrenadante
luego de la centrifugacion es concentrado por diafil-
tracién a 1/10 del volumen, y se agrega etanol hasta
una concentracién del 20 %. Luego de centrifugar, se
adiciona etanol al sobrenadante limpido hasta una
concentracion final del 65 %. La mezcla se deja re-
posar a 4 °C durante toda la noche, y el crudo de po-
lisacarido precipitado se separa del liquido madre por
centrifugacion. El precipitado se suspende en buffer
fosfato 0,01 M, pH 7,0 y se trata con 1,000 UI de
proteasas microbianas. La mezcla se incuba toda la
noche a 37 °C, se dializa contra agua destilada, y lio-
filiza. El residuo liofilizado se retoma en buffer fos-
fato 0,01, pH 8,0, y se aplica a una columna de
DEAE Sepharose equilibrada con el mismo buffer,
Luego de eluir la columna con el mismo buffer, el
polisacarido se recupera inmediatamente luego de
eluido el volumen muerto, se dializa contra agua
destilada y liofiliza. El producto obtenido se ensaya
como antes, empleando un reactivo de latex especifi-
co, anélisis de aziicares y proteinas, y 'H- y "C-NMR.
El producto obtenido presenta una pureza del 95-
97 %, dando un producto adecuado para su empleo
en inmunizacién y en la preparacién de conjugados
polisacarido-proteina.
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