C. 9511

PATENTE DE INVENCION

& favor de
MBRCK & CO., INC. =- de nacionalidad norteamericana ~ con domici-
1i0 en RAHWAY, Now Jersey (EE.UU.), 126 Fast Linocoln Avenue,
por
"Un procedimiento para purificar antigeno protector B. pertussis ¥y

para preparar una vaocuns g partir del mismo",

Moemoria descriptivea.

La pressnte invencidn se relaciona con un nuevo método pae
ra purificar antigeno protector B. pertussis y al uso de este ant{-
geno en la preparacion de vacunas monovalentes 6 polivalentes Que eg-

tén desprovistas de ocualquior cantidad sustancial de materisl celuew
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lar de Bo periussis.

Se define la tos ferina como une enfermedad infecolosz agu=
de altamente contagiable causada por B. pertussis que, en los nifios
de menos de 4 efios de edad, es peligrosa y probablemente ooupa €l pri-
mer lugar como czusa de mortalidad infantil. La inmunizacién contra
esta enfermedad ha sido lograda en el pasado mediante la inyecoion
de vacuns de células muertas 6 antigeno extractado. Sin embargo, la
frecuente presencia de reacoiones secundarias tales oomo fiebre, irrie
tabilidad, inflamacidén y neorosis, y la rara pero descorazonadora ine
formacidn de ocasos de enocefalitis, ha constituido un poderoso estimu~
lo para realizar investigaciones conducentes & lograr una mejor vacuna.

Una de las finalidades de la presente invencion es proveer
un antigeno de Be pertussis de foxrma sustanocialmente mejorada, que es
capaz Qe proveer una inmunidad dursdera contra la tos ferina y que no
produce los efectos secundarios indeseables de las vacunas comunmente
conooidaa;

Otra finalidad de la presente invencién es proveer una Ve~
cuna que estd libre de sustanoias celulares protoplasmaticas, algunas
de las cuasles son toxicas y pueden ser responssbles de las reacciones
secundarias que se observan durante la administracion de vacunas co~
mercizlmente disponibles.

‘be acuerdo con estas y ciras finalidades, se ha ocomprobado
que se puede Preparar una vacuns util, para la inmunizacidn contra
la tos ferina, mediante un procedimiento que comprende el desgarra~
miento mecanioo de células de Be pertussis y la separacion de pared
celular bacteriana que contiene el antigeno protector.e Se ha eata
blecido que el antigeno protector es una parte integral de la pared
celular (que se denomina a veces membrana celular & envoltura celus
lar); el protoplasma de la célula, que oomtiene el cuerpo principsl

del material nitrogenado, posee pooa O ninguna actividaed proteciora.
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En oambio, el protoplasma contiene una elevada conceniracidn de pro~
teina toxica que puede causar la muerte en animales de laboratorio
¥y efectos secundarios indeseables cuando esté presente en vacunas &
las cuales se administra clinicamente.

Por oonsiguiente, una de las particularidades de la presen—
te invenoion reside en desgarrar las células intactas de B. pertussis
y aislar las paredes celulares mediante centrifugacion 0 por otros
nedios mecanicos. Se lava entonces las paredes celulares aisladas,
librandolas sustancialmente de material celular, y se las trata con
acetona, 0 un aloohol monohidrico de bajo peso molecular que tiene
una estructura molecular de cadena ya sea recta O ramificeda, y que
contiene de preferencia 2 a 4 atomos de carbono, tales como aloohol
et{lico, propf{lico & butilico, 6 cualquiera de los aldehfdos 6 ceto-
nag de bajo peso moleoular que son misolbles eon agua, tales como
metil etil cetona, acetaldehfdo y lo similar. A la suspension de pas
red celular se agregs 1 a 5 volimenes de la cetona, aldehido & al-
oohol elegidos, y se mantiene la mezcla a una temperatura inferior
a lg temperaturs ambiente, oon ventaja aproximadamente entre =20 ¢C
¥ la temperatura ambiente, durante un pericde de hasta aprozimada;
mente 24 hre El periodo dursnte el cual se mantiene la mezola depen—
de de la temperaturaj a temperaturas mas altas es suficiente un pe-
riodo mas breve para hacer segurc el material de pared celular para
el uso como vacuna, mientras que a temperaturas nas bajas se requie-
re mas tiempos Por ejemploy, a ~20 2C sme obilenen resultados maximos
(es decir, meguridad y rendimien'ho) en aproximadamente 18 & 24 hry
mientras gque cerca de la temperatura ambiente resulta suficiente me-
nos de 1 hr para hacer al material de pared celular sustancislmente
peguro para el uso, sunque se sacrifioca rendimientos de antigeno pro-

tector activo.

Se puede hacer crecer celulas de B. pertussis, usadas en el
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procedimiento de la presente invencion, en ocuslquiera de los medios
apropiados oocnooidos, tal oomo medio de agar y carbén vegetal, me-
dios 1{guidos, 6 en wn medio de ocultivo Cohen~Weeler despues del pew
riodo de crecimiento, se cosecha las células mediante centrifugacidn
¥ se las puede usar como ol cosechado en el procedimiento de la pre-
sente invencidn, o se puede congelar la pasta celular y almacenarla
a «30 2C, hasta que se la necesita. Si as{ fuera conveniente, se pue-
de liofilizer las oslulas cosechadas y almacenarlas entonces hasta
que se las necesite, 0 se puede metar las células con timercsal O me
diante otros métodos que se sabe que no destruyen el antigeno proteo-
tor de Bs pertussis.

Se resuspende las oélulas en agua destilada fria (2 2 5 %)
¥ se la somete a descompresidn explosiva en un fracoicnador de oélu~
las Ribi (Iven Sorvall, Inc., Norwalk, Comn.) a 2110 kg/cm? y una tems
peratura de 20 9C & menos. Aunque se obtiene buenos resultados emples
ando una presi.érl de 2110 kg/omz, se ha comprobado que se obtiene re-
sultados satisfactorios cuando se emplea presiones comprendidas apros
ximadamente entre 1050 y 3500 kd om®s Se puede usar tambien otros me-
dios para desgarrar celulas y aiéla.r las paredes celularesy por ejem=
plo oseilacidn sonica, molienda mecanioca, etc., aunque la experiencia
indica que el sparato Ribi produce los maximos rendimientos de matew
rial de pared limplo. Antes del uso, se esterilize veniajosamente el
aparato Ribi oxponiendo la totalidad de sus tuberfas a oxido de eti-
leno a través de un periodo de 24 hr e inundando luegoe con gas nitrde
geno estérilo Se esterilize la unidad de presidn durante 1 hr, de
preferencia poniendo todas sus partes en ocontacto con F <propiolacto-
ne (0,5 %) e inundendo luego con agua destilada estéril. Un filiro
polifisico para la retencién de bacterias, u otro £iltro apropiado,
oonecta la camara de descompresidn con un tanque de nitrdgenos

Se alimenta la suspension de células de B. pertussis a la
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camara de compresion del fraccionador, en la cual se las somete &

una presidén de 1050 a 3500 kg/om?, de fuerza a las células haciz la

camara de descompresion em la cual se desgarran explosivamente. Se
mantiene la camara de d.esoompresién a 20 9C O menos mediante gas ni-
trdgeno prevismente enfiriado, al cual se hace pasar a iravés del fil-
tro polifasioco y hacia la ocamara. Se recoge el efluente, proveniente
de la camara de descompresion y que contiene las paredes celulares Yy
protoplasma, en un recipiente estéril sumergido en un baflo de hieloe

Se centrifuga el efluente que oontlene el material celular
desgarrado, se descarta el fluido sobrenadante y se puede lavar el
naterial de pared celular restante mediante agua destilada frfa para
eliminar los constituyentes protoplasmaticos solubles altamente o
xloos. Se suspende en agua destilada las paredes celulares ya sea law
vadas 0 no, de maners de obtener una conoentraoién comprendida apro=
ximadamente entre 100 B/ml a 2000 B/ml, aungue para fines practicos
se usg por lo genersl uha. concentracion de 500 B/mlo Se mezola enton—
ces lentamente el concentrado de pared celular con 1 a 5 volimenes
de acetona 0 un alcohol de bajo peso molecular & cuslquier aldehfdo
0 cetona de bajo peso molecular que es miscible oon agua, y se alma~
cena de prefarencia a =20 9C durante 18 & 24 hr. Aunque se ha utilie
zado oon éxito tempera'huraé mas altas, las temperaturas més bajas
dan por resultado mayores rendimientos de antigeno protector activo.
Se sedimenta entonces las paredes celulares, as{ iratadas, mediante
centrifugacion y se las puede lavar oon agua destilada frfa. Se re-
suspende el sedimento con agua destilada fria hasta una equivalencia
de 500 B/ml y se homogeneiza. Se puede llevar a czbo la homogeneizme
oidn mediante el paso s travds de un oscilador sdnico, tel como el
Reytheon de 10 kg/s, & mediante diversos mezcladores & molinos.

Se protege entonces la suspension, de paredes celulares

as{ tratadas, oon una cantidad eficaz de protector tal como timero=



10

15

20

25

30

323024

sal, cloruro de bencetonio, aloohol bencilico, oloruro de ‘Y spico=
linio u otro protector aceptable oonocido, y se diluye hasta cunl-
quier potencia deseadae.

Se puede usar las paredes celulares destoxificadas, que
contienen el antigeno protector obtenido mediante el nuevo método
de la presente invencidn, para preparar una Vacuns GOUOSE O 86 Pue=
de adsorber inicialmente el material de pared oelular, qué oontiene
ant{geno, sobre coadyuvante tales oomo hidroxide & fosfato de alu~
minic 0 se puede precipitar con alumbre y formerlo entonces en una
vaouna. Puesto quo el antigeno protector es compatible oon otros
antigenos y/6 toxoides, se le puede combinar oon ellos en la manera
convenclional de manera de proveer una vacuna polivalente en forma
de dosis unitaria.

Lz presente invenoidn tiene una cantidad de ventajas ne-
tas. El producto esta libre de todo constituyente protoplaamitico,
uno de los cuales, es decir la toxina 1abil al oalor, que es extirew
madamente tdxica para los animales de laboratorio y puede ser res—
ponsable de glgunas de las reacciones secundarias en los seres hu~
manos. El producto estd libre de medio nutritivo y sustancias qui-

micas extrafiase El producto es compatible com otros materiales an-

tigenos corrientemente oombinados con antigeno de células de pertussis

intactass Bl procedimiento es simple y se le puede llevar a oabo,
siendo reproducible, proporcionande altos rendimientos de materisl
activo.

Se describe el procedimiento en detalle en los siguientes
ejemplos. Se comprendera que se puede introducir modificaciones en
las diversas téonicas empleadas para poner en praciica el procedir
miento de la presente inven&i&n; la contribuoidn importante es la
separaoidn y destoxificacion de las paredes celulares que contienen

el antigeno protector de Be peritussis, que han sido aisladas con
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respeoto a protoplasme, oomo as{ tambien oon respesto a otras sus-

tancias exirafias.

EEMPLO I

Se cosecha las oélulas, provenientes de un cultivo de 48
hr de B. pertussis, orecido sobre un medio de cultivo Cohen-Wheelex,
ajustando el medio & pH = 7,0 mediante aocido olorhidrico concentrae
do, ¥ centrifugando en una centrifuga Sharples. Se resuspende en agua
destilada la pasta de celulas as{ obtenida, se la hace pasar a trae
vés de un tamlz de nildn de 200 mallas para separar las particulas
gruesas, y se ajusta el filirado hasta una oonqentracic'm de 500 B/ml.
la concentracidn de las celulas estars de preferencia comprendida en
ia gama de 100 a 1000 B/ml para la finalidad de la presente invencion.

Se alimenta el ooncentrado de oélulas (1600 ml) a un frac-
oionador de celulas Ribi y se le somete a una presidn de 2100 kg/cm2.
Se expulsa las células, bajo presion, hacia la odmara de desocompres
sidn, se las mantiene a 20 °C O menos mediante gas nitrdgeno enfria=
do, y se desgarran explosivémente en esta ultima. Se drena el mate-
risl celular desde la camara de desoompresidn hacie un recipiente
estéril sumergido en un bafio de hielo, obteniéndose 1600 ml. de
efluenteo

Se ocentrifuga ol efluente en una oabeza de rotor con tazdn
para tendas, a razon de 16,000 Tepemo durante 3 hr. Se puede usar
otros equipos centr{fugos, por ejemplo la centrifuga Sharples. Se
decanta el sobrenadante desde la cabeza de rotor y se puede volver
a llenar la oabeza y bacerla girar una O mas veces, si asi fuera con-
veniente, sin retirar el residuo. El sobrenadante, al cual se retira
y se descarta, contiene la fraccidn protoplasmatioca altamente toxica
del ooncentrado celular.

Se retira el residuo 0 sedimento que queda en la cabeza de
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rotor, de preferencia agregando perlas de acerc a la oabeza de rotor
¥ agitando suavemente la oabeza disponiéndola sobre un mecanismo Tow
dante. Se puede usar tambien otros métodos conocidos para desprender
ol residuo de la cabeza de rotor.

Se desprende por lavado el residuo de la cabega de rotor
mediante agua destilada fria (2 a 5 90) (eproximadamente 1600 ml);
cdn agitaoion constante se agi'ega. 3 volimenes de acetona, (a la oual
se mantiene fria mediante un bafio de hielo seco y acetona), y se al-
maoena la mezola a ~20 20 durante 18 hr. Se puede ajustar tambien la
concentracion de pared 6elu1ar y acetona a una ooncentracion de peme
tussis equivalente a 100 a 2000 B/ml y se puede usar acetona & un
aloohol monohidrico de 2 & 4 Atomos de oarbono & oualquier aldehfdo
6 cetona de bajo peso molecular misoible con agua, entre 1 8 5 vo=
limenes. Se centrifuga enionces el material a razdn de 2000 Topeme
durante 30 min y se descarta el sobrenadante. Se lava dos veces el
gsedimento oon agua destilada fria (un volumen igual al sobrenadans
te descartado) mediante centrifugacién y se resuspende en agua dem~-
tilada estéril fria hasts una equivalencia de 500 B/ml. Se homoge-
neiza entonces el sedimento, asi lavado, mediante su paso a iravés
de un osoilador sénioco Raytheon (10 kg/s) dura.nt;a 5 min. Se resus-
pende el sedimento, as{ lavado, en solucién salina estéril regulam
da & pH = 742 hasta un volumen de 1600 ml. Se le puede almacenar
indefinidamente como tal entre 2 y 5 8Ce Se puede diluir esta prew
paracidn de acuerdo con las normas prescritas por NeIoHo y me la

usa para preparar vacunas coadyuvantes 0 multivalentes acuosase -

EJEMPIQ II

Vaouna Coadyuvante

Mientras se agita la suspension de material de pared celu=

lar del Ejemplo I se agrega lentamente alumbre potasico estéril al
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10 % (178 ml), y se almecens la mezola entre 2 & 5 °C durante 18 hrs

Se puede decantar el fluido claro, que se encuentra enoima del sedi=
mento floculado, y/6 se puede centrifugar el sedimento a razén de
1000 & 2000 wepems en frio, y descartar el sobrenadanie. Se lava dos
veces el sedimento por centrifugacion con volumenes de agua destila—
da fria e igual a 2 2 5 veoes ol volumen del sedimento, y se resus-
pende el sedimento, as{ lavado, en solucidn salins estéril regulada
2 PH = 7,2 hasta un volumen de 3100 ml hasta una equivalencia de 258
B/ml. Se ajusta el concentrado de vacuna hasta un equivalente ds 32
B/ml 6 menos, mediante la adicidn de soluoidn salina estéril, pH =
742y 0 regulador glicina 0,3M. Comd protector se asgrega timerosal

en ung cantidad suficiente para producir una concentracidn de 1:10,000
ouando estd diluido. Esta vacuna permanece estable cuando se la alma~

cena entre 2 y 5 2C.

Ia prepé.racién de pared celular floculada en alumbre, cuan=
do se la diluye hasia una equivalencia de 32 B/ml, contiene 15,7 uni-
dades protectoras (UsP.) por dosis humana total (1,5 ml) en compara=
oldn con el testigo N® 6 del NeI.H. que tiene 12 unidades protecioras
por dosis humana totai, ¥ se la puede emplear pars preparar vacunas
coadyuvantes o multivalentes.

Se determina la potencia de la preparacién de pared celuw
lar y del testigo del NeI.Hs, administrando diluciones seriadas del
extracto y del testigo a grupos separados de ratones y excltando en-
tonces a los animales intracranealmente con 0,03 ml de una dilucidn
de B pertusis virulento conooido que contiene 107 organismos/ml. A

continuacidn se dan los resultados de analisis de potencia.

Andlisis (2) UoPo/DeH. Te (2)
1 950
2 11,0
3 12,75
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5 20425

6 27,0
Meodia ¢ 15,'i

(1) Bquivalente de vaouna de 32 B/ml

(2) Dosis Humana Total = 1,5 ml.

Se odmprueba que la vacuna ooadyuvante del Ejemplo II es
no toxica de acuerdo oon las normas de NeI.H., que requieren que,
por inyeccidn intraperitoneal de la mitad de una sola dosis humana
en los ratones, no haya pérdida de peso en 3 dfas, una gananoia ne-
ta de 3 g en 7 dfas, y no mis de 5 % de mortelidad en los animales
usados en el estudio. Por inyecoidn intraperitoneal de 0,25 ml del
extracto de antigeno protector del Ejemplo II en 10 ratones, se ob=
serva una ganancia término medio del peso de 2,4 g al término de 3
dfas, y uwna gananocia término medio 4,7 & al término de 7 dias, sin
miertes al término del periodo dé ensayo.

La vaouna del ejemplo II pasa tambien el ensagyo de segu—
ridad en animales, en el mentido de que no se producen mueries nl
sintomas ouando se inyeota una sola dosis humana en cada uno de dos
ratones de 20 gy ¥ cuando se inyeota 3 veces una sola dosis humana
en cada uno de dos cobayos de 350 g.

Los ensayos convencionales de esterilidad establecen que
la vaouna esta libre de moho y bacterias.

El analisis electroforatico y de Ouchierlony establecen
que la vacuna del Ejemplo II esta desprovists de la mayor parte de
antigenos distintos del antigeno protector que se encuentra en la
célula entera intactas La vacuna final contiene uno/tres O menos
del nitrdgeno total que' ge enouentra en vacunas oon;rencionales de

este tipo.
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EJEMPIO IIL

R —
Vaouna Acuosa

Mediante solucion salina regulada a PH = 7,2 que contiene

timémsal 1:10.000, se ajusta el conoentrado de antigeno protector

del Ejemplo I hasta una conoentracién final de 32 B/ml 6 menocs. Ee-

‘e vacuna permanece estable cuando me la almacena entre 2 y 5 2C.

EJEMPIO IV

Vacunas Multivalentes

Se puede agregar toxoides, por ejemplo toxoides de la dif-
teria y del tétano, a cualquiera de las vaounas acuosas & coadyuven
tes menoionadas mas arriba de manera de obtener una vacuna multiva-
lente en la cual los toxoides estan presentes en las concentraciones
normalmente recomendadas.

La presente invenoion contempla les separacion de antigeno
protector con respecto a Bs. pertussis bajo la forma de paredes celu-
lares, empleando modificaciones de los procedimientos ilustrados en
el Ejemplo I que han sido descritos mas arriba. Se puede ajustar el
concentrado de antigeno protector, as{ obtenido, hasta cualquier
concentracién deseada y formar oon el mismo una vacuna monovalente
0 polivalente mediante cuslquiera de los métodos oonvencionalmente
emplsados pars preparar vacunas, pariicularmente las que contienen
antigeno B. pertussis. No se proveen ejemplos adicionales para ilus=
trar la maners de trabajar dentro de las gamas preferidas menoiona~
das mas arriba, puesio que resultara evidente para los entendidos en
ciencias bioldgicas las manera en que se puede preparar las diversas

modificaciones especificamente contempladas aqui.

N 0 T A

Se reivindica como objeto de la presente patente 3
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l. = Un procedimiento pars purificar an'bigeno ‘pféfeaf;)r
Bo pertussis, mediante el oual se hace inoouo un material de pared
celular de B.pertussis, que contiene antigeno protector, utilizable
oomo vaouhe, que comprende agregar 1 a 5 volimenes de una sustancia
elegida de la clase que comprende acetonas de bajo peso molecular,
aldehidos de bajo peso molecular y alcoholes monohidricos de bajo pes
so moleoular, a una suspensién acuosa de dicho materisl de pared ce-
lular, y mantener dicha mezcla a una temperatura inferior a la tempe-
ratura ambiente durante un periodo de hasta aproximadamente 24 hr.

2+ = Un procedimiento dﬁ acuerdo con la reivindicaoidn 1,
en gque se mantiene la mezcla a =20 8C durante un periodo comprendido
aproximedamente entre 18 y 24 hr. .

30 = Un procedimiento de scuerdo con la reivindicacién 1,
en que se emplean 1 & 5 volimenes de una cetona de bajo peso molecular,

4o = Un procedimiento de acusrdo con la reivindicacidn 2,
en que se emplean 1 a 5 volimenes de una cetona de bajo peso moleculars

50 = Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacitn 1,
en que se emplean 1 a 5 volimenes de abetona.

6o = Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2,
en que se emplean 1 a 5 volimenes de acetona.

7o = Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaoion 1,
en que se emplea una suspension aouosa de material de pared celular
que tiene uns concentracidn de B. pertussis equivalente entre 100 ¥
2000 B/ml. 7

8. -~ Un procedimiento pare purificar antigeno protector
Bo pertussis, mediante el oual se hace inoouo un meterial de pared
oelular de B, pertussis, que contiene antigeno protector, utilizable
como vaocuna, que comprende agregar 3 volumenes de acetona a una sus=
pension acuosa de dicho material de pared celular, y mantener dicha
negzole aproximadamente a =20 9C durante un periodo de gproximadamens=
te 18 a 24 hr '
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90 = Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8,
en que se emplea una suspensidn acuosa de material de pared celular,
que tiene una concentracion de B. pertussis equivalente entre 100 y
2000 B/ml.

10. - Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9,
en que se emplea una suspension acuosa de material de pared celulsr,
que tiene una ooncentracion de B. pertussis equivalente aproximadae
mente a 500 B/ml.

11, ~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 5,
en gue se obtiene el material de pared celular de B. pertussis, gque
contiene antigeno protector, desgarrando mecanicamente células de B.
pertussis, y separando el material de pared celulaxr ocon respecto al
material protoplasmatico.

12, - Un procedimiento de acuerdo oon la reivindicacién 5,
en que ge obtlens el material de pared oelular de B. pertussis, que
ocontiens a;n'bigeno protector, separando dicho materiazl de pared celuw
lar con respecto a todo otro material celular, mediante extrusidn de
las células intgotas de B. pertussis, bajo una presidn de 1050 a
3500 kg/cm?, hacia una camare enfriada de descompresion, y cosechans
do luego mecanicamente el material de pared celulare

13, « Un procedimiento pars preparar una vacuna que, por
administracion parenteral, es capaz de producir anticuerpos protec—
tores contra B. pertussis, que comprende coprecipitar el antigeno
Be pertussis que contiene material de pared celular, preparsdo me-
diante el procedimiento de le reivindicacién 8, con un coadyuvante
elegido de la clase que consiste en hidroxido de aluminio, foafato
de aluminio y alumbre, resuspender el adsorbato de coadyuvante en
solucidn salina fisiologica a wna oconcentracidén de por lo menos 8
unidades protectoras de antigeno B. pertussis por mili{litro, y agre-

gar timerosal hasta una concentracion final de por lo menos aproxis
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14c = Un procedimiento para preparar unma veouna que, por

madamente 1:10.,000.

administracion parenteral, es capaz de producir anticusrpos proteo~
tores contra B, pertussis, que comprende coprecipiter el entigeno B.
pertussis que contiene maiterial de pared ocelular preparado mediante

ol procedimiento de la reivindicacidn 10, con un coadyuvante elegido
de 1la clase que consiste en hidrdxido de aluminio, fosfato de alumie
nio y alumbre, resuspendiendo el adsorbato de coadyuvante en solucidn -
saline fisioldgloa hasta una concentracidn de por lo memos 8 unidades
protectoras de antigeno B. pertussis por mililitro, y agregar timeroc-
sa hasta una oonoentracion final de por lo menos aproximadamente
1:10,000.

15. = Un procedimiento de aouerdo ocon la reivindicasion 13,
en que 86 agrega & la v;e.cuna por ld menos un miembro elegido entre un
toxoide bacteriano y un antigeno compatible.

.160 - Un procedimiento de acuerdo oon la veivindicascidn 14,
en que 88 agrega & la vacuns por lo menos un miembro elegido entra' m
toxoide bacteriano y un antigeno compatible.

1'fo ~ Un procedimiento para purificar antigeno protector
B, pextussis y para preparar una vaouna & partir del mismo, _

Esta memoria consta de catorce paginas, esoritas por una so=
la carac

BARCELONA, 4 de febraro, 1966.
Po Ao
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