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MEMORIA DESCHIPTIVA
que se pregenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formula el 21 de septiembre de 1.966 con el E? 331,444
en
ESPANA
por VEINTE aflos
a nombre de PARKE, DAVIS & CONPANY, entidad norteamericana, esta-—
blecida en Joseph Campau Avenue at the River, Detrolt, Michigen,

Estados Unidos de América, por:

" PROCEDINMIENTO PARA PREPARAR ANTIGENO PROTECTOR DE BORIETELLA
PERTUSSIS"

T I O I N e e e e Y e D S T N L T T T A T T N T T S I I S S I T S i AT S S ke e e e e e e R

El presente invento se refiere z un procedimiento nuevo

y mejorado para exiraer antigeno protector soluble del oresanismo

Bordetella pertugsis.

E]l Bordetella pertussis es el organismo causante de la =

enfermedad infantil de la tosferina. Es conocido que una sustan-—

cia antigenica presente en el Bordetella periussis y disponible en

vacunas de cblulas muertas o en preparaciones de antigeno extraido,
es capaz de proteger o inmunizar contra esta enfermedad.
Es un objeto del presente invento crear un nrocedimiento

para extraer antireno protector de B, pertusis a un pH mis bajo que
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lo que es factible con los métodos actuales conocidos,
Otro objeto del invento es el de crear un procedimiento

para extraer antigeno protector de B. pertussis a un pH relativa~

‘mente bajo con lo cual ee obtiene un rendimiento mejorado en anti-

geno muy purificado que tiene minima cantaminacibn con acidos nacieie
cos ribosomicos.

Un nuevo objeto del invento es crear un procedimiento
pera extraer antigeno protector de B, pertussis bajo condiciones en
las gue se hace minims la desnaturalizacién de las proteinas y la
formacidn de subproductos hidroliticos solubles.

Todavia otro objeto més del invento es el de c¢rear un pro-
cedimiento para exitraer antiseno nrotector de B. pertussis bajo con-
diciones en las que se obtiene un buen rendimiento en antigeno muy
purificado sin necesidad de condgeir las operaciones bajo refrisze-—
racidn,

Hste objeto, asi como otros objetos que aparecerin en lo
gque sigue, se logran mediante el procedimiento nuevo y mejorado sesui=-
damente descrito.

Tis conocido en la técnica preparar antigeno protector de
B. pertussis haciendo crecer B. pertussis en presencia de wun medio
nutriente, recogiendo el producto desarrollado de células bacteris-
nas, y extrayendo las células con una solucidn extractora que tiene
determinadas caracteristicas bien definidas con lo cuzl se extrae una
sugtancia antigena de las c¢élulas bacterianas dentro de la solucibn
extraciora.

La petente USA 3.141,824 describe, como solucién extrac—
tora, una solucidén de cloruro de sodio 0,5 a 1,5 molar que se emplea
a ung temperatura entre aproximagamente 2 y aproximadamente 1090 y
a un pH superior a 8,5 e inferior a 10,5, preferiblemente entre -

aproximadamente 9,8 y aproximadamente 10,2. Cuando se trabaja de
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acuerdo con el método de la vatente USA 3.141.824, se especifica

que por debajo del pH 9,8 la extraccién resulta progresiVamenie mems
eficaz y por encima del pH 10,2 el antigeno tienk a resultar inac -
tivado.

E)l presente invento crez, en un procedimiento para nre-
parar antigeno nrotector de B. nertussis vor extraccidn de dicho -
eantireno desde células de B, pertussis con una selucibn acuosa, la
mejora que comnrende extraer dichas células con una solucidn extrac-
tora de bromuro de litio, teniendo dicha solueibn extractora waa -
concentracibn en bromuro de litio entre aproximadamente 0,75 molsr
¥ aproximadamente 2,25 molar, a un pH superior a 6,0 e inferior a
8,5, ¥ a una temperatura por debajo de aproximadamente 259C, hasta
gue se haya extraido una cantidad sustancial de dicho antipeno den-
tro de dicha solucibdn extractora; y separar la solucidn extractora
que contiene antigeno de dichas células y de los residuos celulares
de las mismas. Asi, la mejors especifica del presente invento con-
site en la utilizacidén de una solucibn extractora de bromurc de li-
tio que permite trabajar a un pH més bajo y, si se desea, a una tem-
peratura més alta, con las mejoras acompaiiantes o concomitantes en
el rendimiento y la calidad del producto antisenico,

Las ctlulas de B, nertussis apropiadas para su utilizacidn
como material de partida en el procedimiento del invento pueden
ser prevaradas por uno cualgquiera entre una variedad de métodos. Por
ejemnlo, una cepa antigenica de B, peritussis en la fase I es nueva=
mente suspendida a partir del estado liofilizado y es extendida en
forma de rays sobre un cultivo inclinado de ager. Fl cultivo es in-
cubado & 35-372C hasta que aparece un producito desarrollado visible.
Tgta operacitn de cultivo de B. pertussis se repite por transferen-
cia sucesiva o en serie a medos de agar frescos contenidos en tubos

o botellas de engayo mayores pars obtener suficiente giembra de -
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cultivo para los matraces de crecimiento de produccidén. Los cT-
~anos son recogidos entonces desde la superficie del agar por rag-
cado o por lavado con solucibn salina fisiolbgica y los Srganos
resultantes son utilizados para sembrar los matraces de crecimien—
to de produccidén. Para crecimiento en gran escala se utilizail ne-
traces Roux que contienen un medio nutriente solido, preferible-
mente medio liquido de Cohen y Wheeler para pertusis al cual se
han afiladido asar y carbon orgfnico, Ia superficie del medio es
snegada o completamente rayada con los organismos de siembra y los
matreces son incubados a 35-37°C hasta que aparece un crecimieato
concurrente. Los organismos son entonces recogidos o cosechadns
mediante lavado con un medio acuoso tal como asua o solucidn scli-
na, o mediante rascado y suspensidén en un medio acuoso tal como
asua o solucibén salina. ILas suspensiones recogidas o cosechadas
son investigadas en cuanto a la purezas y a la morfologia y despues
son agrupadas. Xsencialmente todos los orsanismos deberin estar
en la fase I tal como se indica por su aspecito de baulos corcoides.
Ia concentracién en célules se mide en terminos de densidad optica
por comparacidn con una onacidad patrdn proporcionada vor la Divi-
sion of Biologics Standards, National Institutes of Health. Ia
sugpensidn es centrifugads y el liguido flotante o efluenie trans-
parente es desechado o retenido con la finalidad de recuperar el
producto antigenico que contiene, tal como se describe sesuidemen -
te con mayor detalle. La masa celular humeds es aproplada como ma-
terial de partida nera el nrocedimiento de extraccidn del invento.
51 se desea, la masa celular nuede ser almacenada en &l estado cons
selado antes de la utilizacidn.

Por el procedimiento que se descrite enteriormente, ls
células de B, nertussis son primeramente lavadas con agua o susnen-—

didas en agua, solucidn galina u otros medios acuosecs, antes de
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ser sometidas a la extraccibn con bromuro de litio. Ne tambien
satisfactorio utilizar células sin lavar en la extraccibn con hrom-
muro de 1litio., El producto final obtenido de las cblulas sin la-
var es satisfactorio desde ¢l punto de vista de potencia y toxici-
ded, pero la viscodidad mucho mas alta de los exiractos hace bas—
tante dificil la separacidn por centrifumacién de laz masa celular
extraida. Por esito, la utilizacidn de células sin lavar pars. la
extraccién con bromuro de litio es un método aceptable nero no Nre-
ferido nara llevar a cabo el nrocedimiento del invento.

De acuerdo con ¢l procedimiento del invento, células de
3B, vertussis, hechas crecer de la manera snierior o por cualesouie-
ra otros medios apropiados, son extraidas con una slucién de bromu~
ro de litio aproximadamente 0,75 a 2,25 molar, a un pH severior a
6,0 e inferior a 8,5, y & una temperatura por dehajo de aproxima-
damente 259C, La soluoibn extractora wreferida es bromuro de litio
aproximadam:nte 1,0 molar (0,8 a 1,2 molar) a un pH de wroximadamen—
te 8,0 (7,8 a 8,2). Se obtiene un producto de la mhxima pureza
trabajando a bajas temperaturas, ror ejemplo a aproximadamente 5 a
10%C, vero, si se desea, el procedimiento de extraceidn sd puede
llevar a cabo a temperaturas hasta de aproximadamenie 259C sin un
efecto sustancialmente perjudicial sobre el rendimiento y la puve-
za del producto, evitando de ests manera la necesidad de operacio-
nes de fabficacibn o pfeparacién refri~eradas, la extraccibn se
1leva a cabo hasta que se extraira de la slucibn extractora una -
cantidad sustancial del antiseno, y oeneralmente la extraccibn se
lleva a cabo hasta cue la extraccidn del antiseno sea sustancial-
mente completa, Wl tiempo de extraccidn usunl es al menos de apro-
ximadamente 1 hora y de la manera mées comun de aproximadamente 16 a
24 horas. Sin embarzo, cuando se trabaja a temperaturas mis altas

proximas a 252C, se prefiere limitar el tiempo de extraccién a unas
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pocas horas. La proporfidn de solucidn extractora a masa celular
humeds puede ser hecha variar dentro de limites relativamente om..
plios pero, en general, se acostumbre utilizar aproximadamente 15
a 40 ml de solucién extractora por g. de masa celular humeda, uti-
lizandose una proporcibn relarivamente alte para las soluciones de
bromuro de litio menos concentradas, y una proporeidn relativamen—
te baja para las soluciones de bromuro de litio mis concentrcies.
Cuando la solucidn extractora es brmmuro de litio 1,0 molavr, Lu
proporeibn preferida es de gproximadamente 33 ml de siucibdn extinc—
tora por 1 g de masa celudar humeda.

La sdlucidn extractora puede contener y en la mayor par—
te de los casos contiene, pequenas contidades de sustancias disuel-
tas ademés del bromuro de litio. Usualmente se aflade un agente
tamponador tal comé tris(hidroximetil)amino metano, un borato o -
barbital de sodio, para mantener un pH constante durante el nroce—
dimiento de extraccidn. ¥s preferible incorporar un a-ente frmador
de quelatos tal como acido etilenodisminotetraacetico, acido trans-l,2-
diaminociclohexanotetraacetico, o una sal de uno de los precedentes
compuestos, ya que esto facilita el tratamiento y d& como resulta-
do un producto de mejor calidad. LUs tambien deseable incorporar
un antioxidante tal como beta-mercaptoetanol para evitar o hacer mi-
nima la oxidacibn con aire de las proteinas bacterianas., $e aflade
un acido o una base en lo recuerido para ajustar el pH.

Después del nroceso de extraccidn, la solucidn extractom

ra que contiene antigeno es separada de las c€lulas bacterianas y
de los residuos celulares por centrifugacidn o por otros medos apro-
plados para separar los materiales solidos. Kl extracto antimeni-
co acuoso puede ser sometido, si se desea, a nuevax operaciones de
yurificacidn. Por ejemplo, el extracto es dializado frente a arua

deseionizada hasta gue la concentracibn en bromurc de litio sea -~
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menor de 0,1 m&lar, preferiblemente 0,02 a 0,04 molar. ¥l anti-
=eno de pertusgsis es precipitado entonces ajustaddo el pH a spro-
wimadamente 4,6-4,8, por ejemplo con acido diluido., ¥l anti:eno
es reconido por centrifusacibén y desnués puede ser reconstituido
en un medio acuoso aproplado para inyeccidn parenteral. Dicho me—
dio es una solucién tamponada, protegida conta la contaminacisn
bacteriana y la descomposicidn quimica por la alicidén de un gmente
de conservacién tal como timerosal. KEsta solucién reconstituda
es ensayada en cuanto a su potencia y es diluidas entonces para -
proporcionar 12 unidades protectoras de raton vor ml o por doais
inmunizante, la potencia comun utiligzada usualmente para vacunacidn
La solucidn antizenica diluide puede ser tambien adsorbide sobre
vehiculos apropiasdos tales como hidroxide de aluminio o fosfato de
aluminio pare producir un antizeno adsorbido. Ia solucibn anti~e-
nica diluida puede ser tambien combinada con otros azentes inmunie
zantes tazles como vacunas contra el tetanos, la difteris y la polio-~
melitis, para producir de estz manera productos de vacuna nolivalen-
te.

El vnrocedimiento de extracciédn del presente invento anor-
ta diversas ventajes en 12 extraccidén del antireno de vertussis.
71 procedimiento permite trabajar en un medio aproximademente neu-
tro o ligeramente alcalino, es decir a un pH suverior a 6,0 e in-
ferior a 8,5, y de esta maners la extraccidn se lleva a cabo bajo
condiciones més suaves y més proximas a las fisioclosicas, $in em-
barmo, un trobajo satisfactorio a un pH sunerior a 6,0 e inferior
a 8,5 no es practicable con uns solucidn extractors de cloruro de
sodio. Por ejemplo, se obiiene voco o nada de antigeno pertussis
utilizando doruro de sodio 1 molar e un pH de 7 a 8, Otra ventaja
del mrocedimiento del presente invento es que ge obtiene un nroduc-—

to antizenico mucho mas purificado, Se encuentrz que cuando se eme
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plea el procedimiento del inventio hay poca o ninguna extraccibn de
&cidos nucleicos ribosomicos en el extracto antigenico ya cue .estos
son precipitados por el idén litio. Ademés, el pH mis bajo hace mi-
nima la desnaturalizescidn de las nroteinas, hace minima la forma—
cién de subproductos hidroliticos solubles, y permite la utiliza-
cidn de temperaturas mds albtas hasta de aproximadamente 252C,

La solucidn extractora de bromuro de litio, tal como se
describe anteriormente, puede ser utilizada tembien s pH superiores
a 3,5 e inferiores a aproximadzmente 10,5, pero sin alcanzar todss
las ventajas de trabajar en el marsen de pH superior a 6,0 e infe-
rior a 8,5.

De acusrdo con un aspecto opcional del invento, los pro-
ductos antigenicos obienidos dal como se describe anteriormente por
medio de extraccidn con bromuro de litio pueden ser combinados con
el antizeno obtenido desde el liquido de lavado inicial de las cew
lulag con arua, solucidn salina u otro medio acuoso, Para este fin,
la solucidn flotante transparente obtenida del lavado de células
oriminal nusde ser tratada ajustando el pH a aproximedamente 4,6-4,8,
reco~iento por centrifucacidn el producto antirenico sblido precipi~
tado y adadiendo el producto antisenico g6lido precipitado al extrac-
to de bromuro de litio o al producto antigenico sblido precipitado
obtenido del extracto de bromuro de litio. Ios productos antizeni-
cos solidos pueden ser tambien combinados después de la homo-eneiza-
cién en un medio acuoso apropiado. Alternativamente, la slucién -~
flotants transparente procedenté del lavado de células ori~inal pue~
de ser afindida directamente al extracto de bromurc de litio y el -
ulterior tratemiento de la solucidn combinada se puede llevar a ca-—
bo tal como se describe ateriormente,

El invento es ilustrado vor los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1.~ Se prepara una solucidn extractora disolvien-—
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do 1,2 gramos de tris(hidroximetil)aminometanc, 105 gramos dd mono-
hidrato de bromuro de litio y 17 mg de sal disodica de &cide etile-
nodiaminotetrancetico en 700 ml de a-ua desonizada, ajustandose se-
suidamente el pH a 8,0 con &cido clorhidrico diluide y diluyendose
el volumzn final hasta 1.000 ml con a-ue desionipada, ugta solueidn
extractora es mezclada en un mezclador de alta veloeldad duraate 15
sesundos a 52C con 30 z de masa celular humeda de E, pertussis,Con
aritacibn, se afaden 10 ml de beta-mercaptoetanocl 0,1 molar, ¥ la
mezcla es mantenide » 59C duratte 18 horss y después es centrifura—
da en una centrifuga refricerada a 1500 veces la ¢ravedad durante
1% horas., Lo fase limida Tlotante es separada, es I'iltrada a tra-
vés de lana de vidrio, y es dializada dursnte 18 horas a 5%, suce-
sivamente frente a dos porciones de 6 litros de arua desionizada.
La mezcla resultante es acidificada con 4cido acetico 2,0 normal a
pH 4,6 y el producto antigenico sélido precipitado es recozido nor
centrifusscibn a 8000 veces la sravedad durate 30 minutos a 520, Es-
te vwroducto es homogeneizado con 200 ml de tris(hidroximetil)amino-
metano 0,02 molar. ILa mezcla es ajustada a pH 7,2 con &cido clor-
hidrico diluido y se adade timerosal hasta una concentracién final
de 1:10.000. lediante el enmayo en vivo normelizado, se encuentra
gue esta solucibn contiene 420 unidades nrotectoras de ratdédn nor
ml.

Las cflulas de B. pertussis requeridss como material de
partida pueden ser obtenidas de la sisuiente menera., Se nreparan
8 pequeros tubos de ensayo gue contienen cultivos inclinados de ~
arzar de¢ Bordet Cengou mis 20% de sancre de conejo normal desfibri-
nada. Cada cultivo inclinado es inoculado con B. pertussis liofi-
lizado, reconstituido con un pequeilo volumen de caldo nutriente.
Ios cultivos son incubados a 35-37°C durante 48 horas, y mediante

un anillo o lazo de alambre de platino esteril, los orcanismos son
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retirados y rayados sobre 24 graides tubos de ensayo que contienén
cultivos inclinados de afar de Bordet Genou‘més 20% de sangre de
cone jo normal desfibrinada. Estos srandes tubos de ensayo son tam-
bien incubados a 35-372C durante 48 horas y los organismos son ve-
tirados tal como se describe anteriormente y son rayados sobre la
superficie de un medio de agar de sangre en 24 matraces de doux.

El medio utilizado es un medio ligquido preparsdo de acuerdo con el
método de Cohen y Wheeler, American Journal of Public Health, 36,
371-376 (1946) el que se ha afiedido también 2,5% de agar y 20% de
sangre de conejo normal desfibrinads. Los matraces de Houx son
inbubados a 35-372C durante 48 horas. ¥l cultivo de cada matraz es
examinado micfoscopicamente en cuanto a su pureza y los matraces
con producto desarrollado satisfactorio son utilizados como culti-
vo de siembra paras los matraces de pmiuceidn final. Los matraces
de produceidn son 400 matraces de Roux que contienen el medio 1i-
quido de Cohen y Wheeler al que se aiflade tambien 2,5% de agsr y
0,4% de carbone activado. Los matraces de vroduccidn son sembra-
dos con B, pertussis hecha crecer de la manera anterior e incubada
a 35=37%C durante 48 a 72 horas. ¥l producto desarrollado de cada
matraz es examinado macroscopicamente y microscopicamente (mancha
de Gram) en cuanto a su pureza y morfologia. Ios matraces satis—
factorios contienen bacilos coccoides puros u orginismos de fase I.-
El producto desarrollado es rascado de los matraces satisfactorios
y es transferido a botellas esteriles, gue contienen cada una 400
ml de solucién salina fisioldgica. Cada cultivo cosechado de esta .
manera es nuevamente inveéiigado en cuanto a su pureza y las sus-
pensiones de orsanismos son agrupadas. El nlmero de c8lulas es de-
terminado nor medicidn de la densidad optica. lLos organismos son
recosidos por centrifuszacidn entre 5 y 1020 y la fase liquida es de~

sechada. ILa masa celular humeda o nasta celular recogids por cen-
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trifugacién contiene aproximadamente 1 x 1015 orsanismos por gramo,
tal como se indica por la medicién de densidad optica que muestrs
el nfimero total de organismos presentes en la susvensién cosecha-
da y agrupada.

Ejemplo 2.,— Células de B, pertussis son cosechadas ras—
candolas desde matraces de Roux, ILa células recientemente cosecha-
das son suspendidas en 1000 ml de aguadestilada nars dar ung Colle
centracibn de 3,6 x 10ll organismos vor ml, La suspensidn celular
es centrifurada a 8000 veces la cravedad durante 30 minutos entre
5 y 10%C, Ta slucibdn flotante transparente es decantada desde 1la
masa celular humeda y es tratada ulteriormente tal como se desori-
be se-uidamente. ILa masa celular humeds es sometida ol procedimien-—
to de extraceibdn con bromuro de litio que se describe en el Ejemplo
1. Iz solucidn flotante transparente obitenida vor centrifugacién
¥y descantacibn, tal como se describe enteriormente, asciende a -
aproximadamente 900 ml. El pH es ajustado a 4,6 con &cido acatico
2,0 normal y el producto antizenico 86lido precipitado es recogido
vor centrifugacidn a 8000 veces la gravedad duran<e 30 minutos a
520, Il nroducto antisenico sbélido es homogeneizado con 200 ml de
tris(hidroximetil)aminometano 0,02 molar ajustado a pH 7,2 con &ci-
do clorhidyco diluido., Se aflade timerosal hasta una concentracién
final de 1:10.000. Por ensayo en vivo normalizado, se encuentra
que esta solucidn contiene 50 unidades protectoras de ratdn por ml.
La solucibn es aifadida al producto antizenico obienido del extracto
de bromuro de litio por précipitacién a pH 4,6 y por homogeneizacibn
con tris(hidroximetil)aminometano 0,02 molar, mara dar un producto
antigenico agrupado.

En el precedente procedimiento es también satistactorio
utilizar una solucibén diluida de cloruro de sodio tal como soluciofi

szlina fisblogica en luzar de apgua destilada, wara oreparar la sus-

- 11 -
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Es también satisfactorio afladir la solucidn flotante itrensparente

gue resulta de suspender las células en agua o en solucifn salina
fisioldgsica directamente al extracto de bromuro de litio sin efec-
tuar primeramente la nrecipitacién del producto antisénico sblido,
Alternativamente, se wueden preparar productos antigénicos sélidos
separadamente desde el lavado de cSlulas inicia1>con agua 0 Con SO0=-
lucibn salina fisiolérica y desde el extracto de bromuro de litio,
por precipitacitn a pH 4,6,y los dos productos antigenicos sblidos
pueden ser agrupados y reconsgtituidos con tris(hidroximetil)amino—
metano 0,02 molar.

La presente solicitud que corresponde a la presentada en
Egtados Unidos de América, el 22 de sevtiembre de 1.965 bajo el nfim,
489.396 y 2 de septiembre de 1,966 bajo el nfim. 576.842, se acoge
a los beneficios del articulo 51 del vigente Bstatuto sobre Propie-

dad Industrial.
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Los puntos de invencibn propia y nueva que se presentan
para que sean objeto de esta solicitud de Patente de Invencibn en
Espaila, por VEIN'TE afios, son los sisuientes:

1l.- Un procedimiento para prenarar antireno protector

de Bordetella pertussis por extracclén de dicho antipceno desde cé-

lulas de Bordetella pertussis eon una solucidn acuosa, caragterizg

do por la mejora que. comprende extraer dichas céludas: (a) con una
solucién extractora de bromuro de litio, teniendo dicha solucibn
extractora una concentracién en bromuro de litio entre aproximada~
mente 0,75 molar y aproximadamente 2,25 molar, (b) a un pH supe-
rior a 6,0 e inferior a 8,5, y (¢) a una temperatura vor debajo de
aproximadamente 252C, hasta gue se haya extraido dentro de dicha so-
lucidn extractora una cantidad sustancial de dicho antireno; y se-
varar la soluclén extractora que contiene antigeno de dichas célu-
lns vy de los residuos celulares de las mismas.

2.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1
en que la soluclén extractora tiene una concentracidn en bromuro de
litio aproximadamente 1,0 molar y la extraccibn se lleva a cabo a
un pH de aproximadamente 8,0.

3.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacibdn 1
en que lg cantidad de solucidn extractora es de 15 a 40 ml nor <ra-
mo de masa celular humeda,

4.~ Un procedimiento de acuerdo con la relvindicacién 1
en que la solucidn extrazctora que contiene antigeno es combinada con
el antigeno-obtenido de un lavado inicel de las céblulas con un me-—

dio acuoso.
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5= Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 1
en que: (a) la solucibn extractora que contiene antigeno es diali-
zada después hasba cue la concentracién en bromuro de litio es re-
ducida & menos de 0,1 molar, (b) el antigeno es precipitade por
acidificacibn hasta aproximadamente un pH 4,6 a 4,8, y (c) el an-
tireno precipitado es recogido y reconstituido en un medio acuoso
apropiado para inyeccibn parenteral.

6.~ Un procedimiento dé acuerdo con la reivindicacién 5
en que el antigeno predipitado es combinado con el antigeno obteni-
do de un lavado inicial de las c€lulas con um medo acuoso.

T.= Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaoidn 1
en que la solucidn extractora contiene como sustancias disueltas
adicionales un agente tamponador, un agente formador de quelatos, ¥y
un antioxidante.,

8.—= Un wrocedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 7
en que el agente tamponador es tris(hidroximetil)aminometano.

9.~ Un procedimiento de scuerdo con lag reivindicacidn T
en que el agente formador de quelatos es acido etilenodiaminotetraa-
cetico o una =al del mismo,

10.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacibn 7

.en que el antioxidante es beta~-mercaptoetanocl,

1l.~ Un procedimiento para preparar antigeno protector de
Bordetella pertussis.
Tal y como se¢ ha descrito en la Memoria que antecede, ¥y

para los fines que se han especificado.



Esta Memoria consta de quince hojas escritas a méquina

por una sola cara.
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