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AMERICAN CYANAMID COMPANY

"PROCESSO PARA A PREPARACKO DE VACINAS EFICAZES CONTRA A BORDE
TELLA PERTUSSIS COMPREENDENDO UMA COMBINACKO DE ANTIGENIOS DA
TOSSE CONVULSA PURIFICADOS INDIVIDUALMENTE"

MEMORIA DESCRITIVA

RESUMO

O presente invento diz respeito a um processo para a
preparacdo de uma vacina para a prevencdo de doencas provocadas

por Bordetella pertussis, que consiste em se incorporar na

referida vacina a hemaglutinina filamentosa de antigénios da
tosse convulsa, factor de promoc8o de linfocitose desintoxicado e
uma proteina de membrana exterior de 69 quilodalton, em que os
referidos antigénios s8o purificados individualmente antes de
serem combinados para formar a vacina. 0 invento diz respeito,
adicionalmente, a um processo para a preparaclo de vacinas contra
a tosse convulsa onde os antigénios est8o combinados numa qual-
guer proporcdo, incluindo proporc¢gdes n8o possiveis em vacinas
contra a tosse convulsa totalmente celululares ou acelulares
co-purificadas. Os antigénios da +tosse convulsa podem estar
combinados, adicionalmente, c¢om outros antigénios da tosse
convulsa purificados individualmente, componentes estruturais da
tosse convulsa, adjuvantes, estabilizadores e componentes de

vacina que n#o sejam da tosse convulsa.



CAMPO DO INVENTO

O presente invento diz respeito a um processo para a

preparacdo de vacinas eficazes contra a Bordetella pertussis que

sdo preparadas por purificag@io individual de antigénios de +tosse
convulsa especificos que s8oc depois combinados para formar a
vacina. Adicionalmente, a vacina pode conter componentes estrutu-
rais da tosse convulsa e componentes de vacina que nfio sejam da

tosse convulsa.

ANTECEDENTES DO INVENTO

A bactéria Bordetella pertussis é o agente causador de

pertussis ou tosse convulsa, uma doenga infecciosa séria e
potencialmente fatal do tracto respiratdrio superior. As vacinas
da tosse convulsa correntemente utilizadas contém células de B.
pertussis totalmente inactivadas por via quimica. Mais recente-
mente, foram desenvolvidas vacinas da tosse convulsa acelulares
que s8o baseadas em materiais obtidos por fraccionamento quimico

e fisico de culturas de B. pertussis.

As vacinas totalmente celulares contém os componentes
antigénicos necessarios para proporcionar proteccfo contra a
doenga tosse convulsa e a sua eficdcia em humanos & geralmente
bem aceite. Contudo, as vacinas +totalmente celulares contém
também componentes que nfo s8o requeridos para protecc8o. Alguns
destes componentes, tais como endotoxina, t&m sido implicados em
efeitos indesejaveis que podem ocorrer simultaneamente com a

imunizac8o da tosse convulsa {(Bibliografia 1).

As vacinas acelulares s8io menos complexas do que as

vacinas totalmente celulares, porgue n8o tém endotoxina, DNA e



componentes celulares n#o associados & protecg8o, tais como

enzimas estranhas e outras proteinas. Contudo, as vacinas acelu-
lares, tais como aquelas desenvolvidas pela Takeda Chemical
Industries, Ltd., Osaka, Jap8o (2) e pelo Kanonji Institute, The
Research Foundation for Microbial Disecases (Biken) da Osaka
University, Jap8o (3),podem também conter mais componentes do que
os necessarios para conferir protecc¢g8o. Adicionalmente, algumas
vacinas acelulares s#8o fastidiosas de produzir, por causa de

requerem o procedimento de co-purificac8o (1).

Com base nos estudos de protecgfio animal, tém sido
propostos varios antigénios B. pertussis como antigénios protec-—
tores, nomeadamente, factor de promoc8o0 de 1linfocitose (LPF,
também conhecido como toxina da tosse convulsa, que & desintoxi-
cado antes de utilizac8io e é em seguida referido como toxdide da
tosse convulsa) (1), factor de sensibilizac80 de histamina, ou
factor de activac8io de entrada (4), hemaglutinina filamentosa
(FHA) (1), aglutinogénios tais como fimbrias (5) e proteinas de

membrana exterior (1), tal como a proteina de membrana exterior

de 69 quilodalton (69K) (6).

Cada um destes antigénios & capaz de, individualmente,
proteger animais num ou em mais modelos de animal. Contudo, oS
modelos de animal s8o de wutilizac8o 1limitada na previs8o da
eficacia de uma vacina da tosse convulsa em humanos, porque o

organismo B. pertussis & um patogénio natural sémente em humanos

(7).

Com base nos dados de animais, duas vacinas acelulares
desenvolvidas por Biken, uma contendo LPF e FHA, e uma contendo
LPF sézinho foram avaliadas em humanos (8,9). Globalmente, as
eficacias destas duas vacinas foram inferiores as das vacinas

totalmente celulares. As vacinas acelulares Biken foram sdmente



58-69% (LPF e FHA) ou 41-55% (sémente LPF) eficazes para conferir
rrotecc8o quando comparadas a 85~95% de eficécia das vacinas
totalmente celulares (8,9). Isto indica que pode ser necessario

incluir outros antigénios para obter vacinas da tosse convulsa

eficazes.
SUMARIO DO INVENTO
As vacinas deste invento n8o contém componentes indese-
javelis ou estranhos. Em contraste, as vacinas da tosse convulsa
totalmente celulares existentes, embora geralmente eficazes,

contém componentes indesejaveis. As vacinas da tosse convulsa
acelulares correntes, que sfio também geralmente eficazes, podem
conter mais componentes do que os que s8o necessarios para

conferir proteccso.

Por consequéncia, & um objectivo deste invento descre-
ver vacinas da tosse convulsa eficazes que s8o preparadas por
purificac8o individual de antigénios da tosse convulsa especifi-
cos e depois combinag¢80 dos antigénios purificados para formar a

vacina. A vacina compreende, no minimo, FHA, LPF e a proteina de
69K.

E um objectivo adicional deste invento descrever
vacinas da tosse convulsa em que os antigénios s8o combinados
numa qualguer proporglo para optimizar a protecg8o. Assim, as
vacinas podem ter proporcgBes nfic possiveis em vacinas da tosse

convulsa totalmente celulares ou acelulares co-purificadas.

E ainda um outro objectivo deste invento incluir
componentes da tosse convulsa individualmente purificados,

adicionais, na vacina, tais como a proteina de membrana exterior
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de 30 gquilodalton e/ou um ou mais égihﬁinogénios tais como

fimbrias.

E um objectivo adicional deste invento melhorar adicio-
nalmente a efic&cia da vacina acima por inclusfBio de outros
componentes estruturais da tosse convulsa. Os antigénios da tosse
convulsa podem ser conjugados uns com os outros ou com componen-

tes estruturais da tosse convulsa.

E ainda um objectivo adicional deste invento combinar a
vacina acima com componentes de vacina que n3o sejam da tosse

convulsa para criar vacinas multivalentes.

DESCRICKO DETALHADA DO INVENTO

O presente invento diz respeito a um processo para a
preparacdo de vacinas da tosse convulsa eficazes em humanos que
estdo bem adequadas para a produg8io & escala comercial, e que
representam uma melhoria significativa sobre as vacinas totalmen-
te celulares e acelulares disponiveis correntemente. A purifica-
clio individual de antigénios especificos com combinag8o posterior

tem varias vantagens.

Os antigénios podem ser combinados em qualquer propor-
¢80 desejada, incluindo proporgdes nfio possiveis em vacinas
totalmente celulares ou acelulares co-purificadas. Assim, pode
ser escolhida uma propor¢&o de antigénio gue da a resposta 6ptima
em humanos. Isto estd em contraste com as vacinas acelulares que,
como misturas de antigénio fraccionado, t8m basicamente uma
proporcg8o de antigénio fixa. A vacina de dois componentes Biken
tem uma proporc#io FHA:LPF de 50:50 (100 partes totais). A vacina

Takeda tem uma proporg8o FHA:LPF:69K:aglutinogénio de 85:7:7:1.



Ao longo deste pedido, as proporgSes s8o baseadas nas proporc¢des
em microgramas de antigénios contidos numa dada dose de vacina.
As vacinas totalmente celulares est80 também limitadas nas
proporgSes de antigénios as gamas presentes nos organismos

utilizados.

Os procedimentos de desintoxicag8o quimica que s#Ho
necessarios para remover as actividades biolégicas indesejadas do
LPF podem ser realizados selectivamente sé no antigénio LPF antes
da combinac8o dos antigénios numa vacina. Os restantes antigéni-
0s, gque ndo requerem um procedimento de desintoxicacgfio, sfo assim
nfo desnecessariamente expostos aos produtos quimicos utilizados
para desintoxicacBio, o que poderia reduzir a sua eficécia como
antigénios por destruicg8o da sua estrutura ou conformag8o, que &
responsavel pela sua capacidade de conferir proteccdo. Nas
vacinas acelulares co-purificadas disponiveis actualmente, por
outro lado, todos os antigénios s&o sujeitos a um procedimento de
desintoxicag¢8o quimica. A vacina resultante deste invento nfo

contém componentes indesejaveis tais como endotoxina.

Quando se considera a produc8o de vacinas numa escala
comercial pratica, o nimero de antigénios numa vacina da tosse
convulsa tem de ser limitado. Dependendo do esforco requerido
para a purificac8o dos antigénios individuais, trés ou quatro
antigénios podem ser wum limite. E, contudo, possivel que a
inclus8o de mais antigénios possa aumentar a eficacia da vacina

até um certo grau.

Os antigénios incluidos nas vacinas deste invento s8o
identificados por anAlise da composicl8c da vacina da tosse
convulsa acelular Takeda, descrita acima, que mostrou ter uma boa

eficacia (81-95%) em humanos (10).
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Numa concretizac8io deste inventb,'a vacina inclui LPF,
na sua forma n8o téxica (toxdide da +tosse convulsa), FHA e a
proteina de 69K. Numa outra concretizacfio deste invento, a vacina
inclui LPF, FHA, a proteina de 69K e uma proteina de membrana
exterior de 30 quilodalton (30K) (11). Adicionalmente, os agluti-

nogénios tais como fimbrias podem ser incluidos em qualquer uma

destas vacinas.

Os componentes da tosse convulsa individuais s8ilo ou
purificados a partir de B. pertussis nativa utilizando procedi-
mentos de purificac8o que s8io conhecidos na literatura e exempli-
ficados abaixo, ou através de outros processos tais como a
utilizagdo de técnicas de DNA recombinante para exprimir os
componentes individuais. Os antigénios s8o expressos num organis-

mo hospedeiro adequado tal como um membro do género Bordetella,

E. coli, Haemophilus, Streptomyces spec., Bacilus subtilis,

levedura, linhas de células de insecto {(tais como baculovirus) ou
de mamiferos, ou qualquer outro sistema de express8o hospedeiro

adequado.

0 componente LPF é& desintoxicado utilizando uma técnica
de desintoxicag¢fio quimica como descrito na literatura (12,13,14).
Alternativamente, o LPF pode ser desintoxicado por meio genético
através da introduc8o de mutac¢Bes dirigidas ao sitio que eliminam

as actividades bioldgicas indesejaveis da toxina (15,16).

Os antigénios purificados individualmente s8o0 ent8o
misturados na proporcdo desejada para produzir a vacina. As
vacinas deste invento podem também incluir componentes estrutu-
rais da tosse convulsa fisiologicamente aceitaveis. Estes compo-
nentes podem ser incluidos, com a finalidade de evitar os efeitos
secundarios ou para intensificar a apresentacdo dos componentes

antigénicos e por conseguinte melhorar a eficédcia da vacina.
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Exemplos de tais componentes estruturais incluem os polissacéari-
dos, lipopolissacaridos, 1lipidos, proteinas, glicoproteinas e

lipoproteinas.

Os antigénios da tosse convulsa podem ser conjugados
uns aos outros ou a componentes estruturais da tosse convulsa
utilizando técnicas convencionais. Os componentes podem ser
conjugados directamente por aminag¢8o redutora como descrito por
Anderson (17). Alternativamente, os componentes podem ser ligados
através de um elemento de espacamento tal como di~hidrazida de

acido adipico como descrito por Gordon (18) ou &cido 6-aminoca-

prbéico como descrito por Hilleman et al (19).

Outros componentes de vacina que nfo seja da tosse
convulsa podem ser adicionados por técnicas convencionais para
preparar vacinas multivalentes. As +vacinas multivalentes s8#o
desejaveis, particularmente para lactantes e criancas pequenas,
porgque reduzem o nimero de administrac¢Ses de dosagens necessarias
para conferir protecc8io contra uma série de organismos de doenca.
Exemplos de tais outros componentes de vacina incluem o toxdide
da difteria, toxbéide do tétano, poliovirus inactivados, Haemo-

philus influenzae, conjugados polirribosilfosfato-proteina de

Haemophilus, Neisseria meningococcus, Pneumococcus e hepatite B.

Se desejado, a vacina pode também incluir um adjuvante
farmaceuticamente aceitdvel tal como geles de aluminio, geles de
calcio, dipéptidos de muramilo modificados, lipido A de monofos-—
forilo, liposomas, capsulas de libertac8o prolongada, &acidos
poliglicdlicos e poliaminodcidos. Os acidos poliglicélicos e
poliaminodcidos sdo também Gteis para distribuic8o oral da
vacina. Exemplos de geles de aluminio Gteis como adjuvantes
incluem sais de aluminio precipitados, +tais como, fosfato de

aluminio e hidréxido de aluminio. Podem ser adicionados
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conservantes adequados tais como timerosal, dextrano e glicerina
para estabilizar a vacina final. Se se desejar que a vacina
esteja na forma injectdvel, podem ser incuidos diluentes ou
veiculos imunologicamente aceitédveis de uma forma convencional

para preparar solug¢des ou suspensGes liquidas.

As vacinas deste invento s3o administradas por meios
convencionais tais como injecglo parentérica (subcutdnea ou
intramuscular), assim como por administrac8o oral ou intradérmica
em seres humanos para induzir uma resposta imune activa para
protecg8o contra a infecc#o causada por B. pertussis. A dosagem a
ser administrada & determinada por meios conhecidos dagqueles

peritos na arte.

De modo a que este invento possa ser melhor entendido,
s8o expostos a seguir os seguintes exemplos. Os exemplos tém
somente o finalidade de ilustrar e n8o foram construidos como

limitantes do &mbito do invento.

EXEMPIO 1: Purificac8o do LPF

O LPF é& isolado a partir do sobrenadante de cultura de
uma cultura de B. pertussis utilizando processos de separac#o
convencionais. Por exemplo, utilizando o processo descrito por
Sekura et al. (20), o LPF & isolado primeiro por adsorgfc do
sobrenadante de cultura numa coluna contendo a matriz de gele de
ligante corado, Affi-Gel Blue ( Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA). O LPF & eluido desta coluna com uma concentragdo elevada de
sal, tal como cloreto de magnésio 0,75 M e, apds a remoclo do
sal, & passado através de uma coluna de matriz de afinidade de

fetuina-Sepharose composta por fetuina (Gibco Laboratories, Grand

Island, NY) 1ligado a Sepharose 4B activada com brometo de



cianogénio (CNBr) (Pharmacia, Piscataway, NJ). O LPF & eluido da
coluna de fetuina utilizando um sal de magnésio 4 M quer a
passo-e-passo quer com um gradiente. A preparac8o resultante &
essencialmente livre de endotoxina e rende uma proteina biologi-
camente activa que pode ser ensaiada por ensaio de hemaglutinac#o
(HA), ensaio de ADP-ribosilacfio, ensaio de toxicidade celular de
CHO ou outros processos convencionais adequados para determinar a

actividade bioldgica do LPF.

Alternativamente, utilizando o processo de Irons et al.
(21), o sobrenadante de cultura & adsorvido numa coluna de
Sepharose 4B activada com CNBr & qual a haptoglobina & primeiro
covalentemente ligada. O LPF liga-se ao adsorvente a pH 6,5 e &
eluido da coluna utilizando um tamp8o de Tris 0,1 M/NaCl 0,56 M

por uma mudanga a passo—e-passo para pH 10.

EXEMPIO 2: Desintoxicac8o do LPF

0 LPF purificado por qualquer um dos processos descri-
tos no exemplo 1, & ent8Ho desintoxicado para remover as activida-
des indesejaveis que podiam causar reac¢Ses secundarias da vacina
final. Pode ser utilizado qualquer um de uma variedade de proces-
sos de desintoxicac¢fio gquimica, convencionais, tal como o trata-
mento com formaldeido, perdxido de hidrogénio, tetranitrometano

ou glutaraldeido.

Por exemplo, o LPF pode ser desintoxicado com glutaral-
deido, utilizando uma modificac80c do procedimento descrito em
Munoz et al. (12), de modo que as actividades bioldgicas resi-
duais n8o possuam qualquer problema de seguranca, enquanto que as
propriedades imunogénicas desejadas do LPF sZ%o0 ainda retidas. O

LPF purificado & colocado numa solug8o contendo solugfo salina
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tamponada com fosfato 0,01 M (PBS) (em vez da solucg8io de fosfato
de s6dio 20 mM com NaCl 0,5 M (pH 7,6) utilizada em Munoz). A
solucdo & tratada com suficiente soluc8o de glutaraldeido 0,2%
feita no mesmo tamp8o para levar a concentracg8o de glutaraldeido
a 0,05%. A mistura é incubada & temperatura ambiente durante duas
horas e depois & adicionada suficiente soluc8o de L-lisina 0,2M
(feita no mesmo tamp8o) para levar a concentrac8o de L-lisina a
0,02 M. A mistura & incubada adicionalmente durante duas horas a
temperatura ambiente e depois dialisada durante dois dias contra
PBS 0,01 M (em vez do tamp8o de fosfato de sé6dio 20 mM contendo
NaCl 0,5 M e L-lisina 0,02 M (pH 7,6) utilizado em Munoz) para

completar a desintoxicac8o.

Se forem utilizadas as técnicas recombinantes (15,16)
para preparar uma molécula mutante de LPF gue mostra nenhuma ou
pouca actividade biolégica, pode ser utilizada uma forma moderada
destes procedimentos quimicos. Por exemplo, uma menor exposic8o
ao produto quimico, concentragfio reduzida do produto quimico ou
pode ser possivel a desintoxicacg8o a uma temperatura inferior. Em
alguns casos, o passo de desintoxicac8o pode ser omitido no seu

todo.

EXEMPLO 3: Purificac8o da FHA

A FHA é purificada a partir do sobrenadante de cultura
utilizando uma modificac8o do processo publicado por Cowell et
al. (22). Os promotores de crescimento tais como beta-ciclodex-
trinas metiladas podem ser utilizados para aumentar o rendimento
de FHA nos sobrenadantes de cultura. O sobrenadante de cultura &
aplicado a uma coluna de hidroxilapatite. A FHA é adsorvida na
coluna, mas o LPF n3o 8. A coluna é 1lavada extensivamente com

Triton X-100 para remover a endotoxina. A FHA & ent8c eluida
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utilizando NaCl 0,5 M em fosfato de sdédio O;i M e, se necessario,
passada através de uma coluna de fetuina-Sepharose para remover o
LPF residual. A purificag¢8o adicional pode envolver a passagem
através de uma coluna de Sepharose Cl1-6B (Pharmacia, Piscataway,
NJ). A FHA & esterilizada por passagem através de um filtro

adequado, tal como Millex (Millipore Corporation, Bedford, MA).

Alternativamente, a FHA pode ser purificada utilizando
anticorpos monoclonais para o antigénio, onde os referidos

anticorpos s#io fixados a uma coluna de afinidade activada con

CNBr (23},

EXEMPLO 4: Purificac8o da Proteina de Membrana Exterior de 69K

A proteina de membrana exterior de 69K & recuperada a
partir de células bacterianas, utilizando o procedimento seguin-
te: Em sumdrio, a proteina de 69K é recuperada a partir das
células bacterianas primeiro por inactivacfio das células com um
agente bacteriostatico tal como timerosal. As células inactivadas
sdo suspensas num meio aquoso tal como PBS (pH 7-8) e submetidas
a extracg8o repetida a temperatura elevada (45-60 C) com subse-
quente arrefecimento & temperatura ambiente ou a 4 C. As extrac-
¢Bes libertam a proteina de 69K das células. O material contendo
a proteina de 69K & recolhido por precipitac8o e passado através
de uma coluna Affi-Gel Blue. A proteina de 69K & eluida com uma
concentracfio elevada de sal, tal como cloreto de magnésio 0,5 M.
Apds dialise, & passada através de um suporte de cromatofocagen
tal como uma coluna Polybuffer Exchanger Gel PBE 94 (Pharmacia).
As fracg8es de 69K recuperadas s8o esterilizadas por filtrac8o

através de um filtro adequado tal como Millex.
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EXEMPIO 5: Preparac8o0 da Vacina

Para preparar um produto de vacina final deste invento,
os componentes da tosse convulsa purificados e esterilizados
preparados de acordo com os Exemplos 1-4 s#o primeiro combinados
em meio aquoso contendo cloreto de sédio e fosfato de sédio.
Depois, se desejado, & adicionado cloreto de aluminio e hidréxido
de s0dio na presenca do conservante timerosal, resultando numa
vacina adsorvida que & formada in situ. Alternativamente, pode
ser adicionado um adjuvante pré-formado aos componentes activos,
quer separadamente quer apds os componentes serem combinados. Em
ambos os procedimentos, se necessario, o pH & ajustado con
hidréxido de s6dio a um valor desejado, no intervalo de pH
6,3-7,5. Numa concretizac8o preferida deste invento, a <vacina
final tem uma proporcdo FHA:LPF:69K de 57:29:14 (ou 4:2:1 para

ser preciso).

EXEMPLO 6: Purificac8oc da Proteina de Membrana Exterior de 30K

A proteina de membrana exterior de 30K & recuperada a
partir de células B. pertussis por procedimentos descritos na
literatura (11). Em sumario, as células B. pertussis s80 inacti-
vadas por timerosal, suspensas numa soluc8o aquosa contendo

, EDTA de s6dio a
1% (pH 7,0) e lisozima a 1,0%. A suspensfio & incubada a 30 ¢

sacarose 2 M, cloridrato de Tris 0,1 M (pH 7,8)

durante uma hora. E adicionada DNase para reduzir a viscosidade
que aumenta devido & lise celular. A centrifugacfio da suspensfio a
20000 x g durante wuma hora a 30 C da um sobrenadante que &
ajustado a pH 5,0 com HCl1l 0,2 M e armazenado durante a noite a 40
C para precipitar uma mistura de proteinas. O precipitado é

recolhido por centrifugac8o a 30000 x g durante 15 minutos.



S8o removidos materiais estranhos pela adic80 de Triton
X-100 a 2% em Adgua e mistura, seguidos béia édicéo de etanol. A
mistura & incubada durante a noite a 4 C e depois centrifuéada a
9000 x g durante 20 minutos. O precipitado & lavado com agua
destilada e a soluc8o & dialisada durante trés dias contra PBS. A
proteina de 30K & ent8o obtida por cromatografia de permuta
idnica DEAE-Sepharose C1-6B sucessiva (num tamp8c de Tris HC1,
EDTA, Zwitteragente (TEZ) utilizando um gradiente de NaCl de 0 a
1 M para eluigB#o) e cromatografia de filtrac8c em gele Sephacryl
5-300 (eluindo com um tampZo TEZ). A proteina de 30K é esterili-
zada por passagem através de um filtro adequado. A proteina de
30K purificada pode ent8o ser combinada com os componentes
descritos no Exemplos 1-4 para formar um produto de vacina final

deste invento utilizando o procedimento descrito no Exemplo 5.
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REIVINDICACOES e

12.- Processo para a preparacfio de uma vacina
eficaz mna prevencso da doenca provocada pela Bordetella
pertussis, caracterizado por se incorporar na referida vacina: a

hemaglutinina filamentosa de antigénios da tosse convulsa (FHA) ,
factor de promog8o de linfocitose desintoxicado (LPF) e uma
proteina de membrana exterior de 89 quilodalton, em que os
referidos antigénios s#o purificados individualmente antes de

serem combinados para formar a referida vacina.

28, - Processo de acordo com a reivindicac8io 1, ca-
racterizado por os antigénios estarem combinados em qualguer pro-
porgéo desejada, incluindo proporc¢des n#o possiveis em vacinas da

tosse convulsa totalmente celulares ou acelulares co-purificadas.

32, - Processo de acordo com a reivindicacfio 2,
caracterizado por os antigénios FHA, LPF e a proteina de membrana

exterior de 69 guilodalton estarem combinados numa proporcdo de
4:2:1.,

48 . - Processo de acordo com a reivindicac8o 1,
caracterizado por se incorporar ainda, na referida vacina, um ou
mais dos seguintes antigénios adicionais: (a) um ou mais agluti-

nogénios da Bordetella pertussis que s8o purificados individual-

mente antes de serem combinados com os outros antigénios da tosse
convulsa para formar a vacina; ou (b) uma proteina de membrana

exterior de 30 quilodalton da Bordetella pertussis gque & purifi-

cada individualmente antes de ser combinada com os outros anti-

génios da tosse convulsa para formar a vacina.



58, - Processo de acordd com a reivindicacg8io 4,

caracterizado por o aglutinogénio ser fimbria.

68, - Processo de acordo com a reivindicac8o 1,
caracterizado por se incorporar ainda, na referida vacina, um ou

mais componentes estruturais da tosse convulsa fisiologicamente

aceitaveis.

78, - Processo de acordo com a reivindicacBo 6,
caracterizado por o componente estrutural da tosse convulsa ser
seleccionado a partir do grupo constituido por: polissacaridos,

lipopolissacaridos, lipidos, proteinas, glicoproteinas e lipopro-

teinas.

88. - Processo de acordo com a reivindicacfo 6,
caracterizado por os antigénios da tosse convulsa serem conjuga-

dos uns com os outros ou com um componente estrutural de +tosse

convulsa.

98, - Processo para a preparacfioc de uma vacina
multivalente, caracterizado por se incorporar, na referida vacina
multivalente, a vacina contra a tosse convulsa preparada de
acordo com a reivindicac8io 1, em combinag80 com componentes de

vacina que n#o sejam de tosse convulsa.

102. - Processo de acordo com a reivindicac8o 9,
caracterizado por os componentes de vacina que ndo sfo de tosse
convulsa serem um ou mais dos seguintes antigénios adicionais:
(a) um ou mais do grupo constituido por virus de poliomielite

inactivados, Haemophilus influenzae, conjugados de polirribosil-
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fosfato-proteina de Haemophilus, Neisseria meningococcus, Pneumo-
ou toxdéide da difteria e toxdide do tétano.

coccus e hepatite B;
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