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PRODUCCIO D’UNA VACUNA

1.Introduccio

La immunitzacié activa és aquella proteccio contra malalties infeccioses que
s’adquireix mitjangant la vacunacio. L’any 1798 Edward Jenner introdui la
nocio d’una immunitzacié sistematica a gran escala per tal de protegir del virus
de la verola tot inoculant les persones amb el virus bovi [1]. Una vacuna [llati
vacca, vaca] o immunogen ¢s un preparat a partir d’un agent infeccios (ja sigui
atenuat, inactivat o bé només un fragment antigénic d’aquest) que s’administra
a un hoste per tal d’induir-li una resposta immunitaria protectora com a mesura
preventiva. Sovint es poden aillar soques atenuades que han perdut la capacitat de
viruléncia perd conserven els antigens immunitzants. Pel que fa a la inactivacid
de les cel-lules, normalment s’aconsegueix mitjangant tractament térmic o bé
utilitzant compostos quimics com ara el formaldehid o el fenol. El formaldehid
també s’utilitza per inactivar virus, com ¢s el cas de la vacuna antipolio de Salk.
Cal tenir present que el grau d’immunitzacié varia molt en funci6 de I’individu,
del tipus de vacuna i de la seva dosificacio i pauta d’administracié. En general, la
immunitzacio amb cel-lules vives atenuades o virus atenuats és més efica¢ que la
generada per cél-lules mortes, ja que es produeix una resposta immunitaria més
llarga i eficag (se sol donar tant a nivell cel-lular com humoral).

Considerant el tandem benefici-risc i seguretat que ha de complir sempre una
vacuna, hi ha dos requeriments fonamentals que ha de presentar: ser eficag i
alhora innocua. Per tant, cal garantir 1’estabilitat del preparat vacunal i eliminar-
ne tots aquells compostos potencialment perillosos que s’hagin utilitzat durant la
seva preparacio. Addicionalment, es requeriran proves cliniques prévies a la seva
comercialitzacio per tal de garantir I’abséncia d’efectes secundaris i controlar el
binomi dosi-resposta immunitaria. En el cas de les vacunes atenuades cal confirmar
que no es produeixin revertents a la forma original patdogena, i en les vacunes
inactivades cal garantir una completa inactivacié dels microorganismes.

La vibriosi ¢és una malaltia septicémica que es dona en animals aquatics,
especialment en aquelles espécies que es cultiven. La vibriosi €s una de les causes
de mortalitat més gran en piscicultura marina i és responsable de grans perdues
economiques en piscifactories. Els agents etiologics de la malaltia son diferents
especies del genere Vibrio, essent-ne V. anguillarum la causa més freqilient
[2]. Altres especies considerades també agents etiologics de vibriosi en peixos
inclouen, entre d’altres, V. salmonicida i V. vulnificus serotip O2, V. alginolyticus i
V. ordalii (actualment inclosa dins V. anguillarum serotip O2).

V. anguillarum va ser descrit el 1909 com ’agent causal de la pesta vermella en
les anguiles, a la mar Baltica [3]. Pertany al grup de vibris halofils i sobreviu
a diferents salinitats. Alguns estudis han mostrat que és capag¢ de sobreviure en
aigua de mar durant més de 50 mesos [4,5]. Dins d’aquesta espécie actualment
es diferencien 16 serovarietats [6] atenent basicament a antigens termoresistents
(lipopolisacarid).

El procediment rutinari per a la diagnosi de les vibriosis en els peixos es basa
en I’aillament i la identificacié d’una determinada especie del geénere Vibrio
mitjangant tests bioquimics i serologics. Tanmateix, la caracteritzacid mitjancant
proves bioquimiques normalment s’allarga més temps del que hi ha disponible
per poder identificar el tipus de vibri. Per tal d’evitar la mortalitat dels peixos de
la piscifactoria, el diagnostic etiologic s’ha de realitzar de la manera més rapida
possible. Aix0 ha fet que s’hagin desenvolupat tests d’identificacio serologics per
a les especies V. anguillarum, V. ordalli, 1 V. salmonicida [7,8,9]. En aquest sentit,
també s’han desenvolupat meétodes moleculars que possibiliten una deteccié molt
especifica en un periode relativament curt de temps [9,10,11,12].
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Durant les ultimes décades, I’interés s’ha centrat en la immunitzacio dels
animals com a profilaxi per evitar les vibriosis. La injeccié de les vacunes per via
intraperitoneal és probablement el métode més eficag i el que produeix un elevat
grau d’immunitat. Ara bé, és car, laborios, i produeix estrés al peix. Aixo ha fet que
al llarg dels anys es desenvolupin i apliquin les vacunes administrades per bany o
per via oral. Rohovec et al [13] van demostrar que liofilitzats de c¢l-lules senceres
inactivades amb formaldehid eren eficaces com a immunogen oral. Actualment
la majoria de les vacunes utilitzades en cultius de peixos son vacunes inactivades
[14].

2.Protocol de treball

Aquesta practica es realitzara majoritariament en grups de dos persones.

L’objectiu d’aquesta practica és la preparacié d’una vacuna de cel-lules senceres
inactivades contra Vibrio anguillarum serovarietat O1.

2.1.1dentificacio fenotipica del microorganisme

2.1.1.Tincio de Gram

Aquesta tincio permet establir diferenciacions morfologiques i estructurals de la
paret bacteriana i constitueix un important criteri taxonomic. Vegeu I’annex 1 per a
la realitzacid de la tincid, i ’annex 3 per a la programaci6 setmanal de les activitats
que s’han de realitzar en aquesta practica.

En una placa de medi TSA2 (TSA suplementat amb un 1.5 % de NaCl, per tant
amb un 2 % de NaCl final) tenim un cultiu de la soca V. anguillarum AO18 (una
placa per grup). Aquest microorganisme és el que inocularem per a la produccid
de la vacuna. En primer lloc, realitzarem una tincid6 de Gram a partir d’aquest
creixement per tal de confirmar que estem treballant amb un cultiu pur i que el
microorganisme que inocularem presenta les caracteristiques morfologiques
cel-lulars tipiques del génere Vibrio (bacils gramnegatius en forma de coma).

2.1.2.Proves bioquimiques

El procediment tradicional d’identificacié bacteriana es basa en la realitzacid
de proves bioquimiques on podem valorar les caracteristiques fenotipiques dels
bacteris. Els resultats que s’obtenen ens permeten identificar la soca bacteriana
consultant manuals de sistematica microbiana. Entre aquests, el més conegut,
consolidat i utilitzat és el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology [15], que
té la seva primera edicié I’any 1984. De manera molt adient, la segona edicid
d’aquest manual de sistematica microbiana [16] inclou també les caracteristiques
filogencetiques, basades fonamentalment en les seqiiéncies del DNA que codifica
per al 16S RNA ribosomic.

Aixi doncs, d’acord amb els criteris de la taxonomia classica del “Bergey’s”, un
cop realitzada la tinci6 de Gram i coneguda la morfologia cel-lular, i el tipus general
de metabolisme (aerobi, anaerobi o facultatiu), cal realitzar altres proves per tal
d’obtenir més informacio6 sobre les caracteristiques bioquimiques i fisiologiques
del bacteri. En aquest sentit, inocularem una bateria de proves bioquimiques amb
la soca Vibrio anguillarum A018. La lectura dels resultats d’aquestes proves
ens servira per a la seva identificacio a nivell d’especie tot seguint les claus
dicotomiques que hi ha a I’annex 2 [17,18]. L’objectiu d’aquesta part de la practica
és la confirmacid que s’esta treballant amb el microorganisme que ens interessa
per a la producci6 de la vacuna (V. anguillarum).



Inoculacié de les diferents proves bioquimiques a partir d’una placa de V.
anguillarum:

Oxidasa:

Aquesta prova permet detectar la preséncia de la citocrom c¢ oxidasa a la cadena
de transport d’electrons. Sembrarem una placa de TSA2 realitzant una estria en
escoces.

Creixement en TCBS:

Aquest és un medi selectiu i parcialment diferencial per als vibris. Sembrarem una
placa de TCBS realitzant una estria en escoces.

O/F:

Ens permet conéixer la capacitat del microorganisme d’utilitzar un sucre (en
aquest cas, glucosa) en preseéncia i abseéncia d’oxigen. Inocularem per picadura els
dos tubs (un amb tap i I’altre sense tap de vaselina).

Arginina deshidrolasa (ADH):

Detecta la presencia d’aquest enzim.

Lisina descarboxilasa (LDC):

Detecta la presencia d’aquest enzim.

Ornitina descarboxilasa (ODC):
Detecta la preséncia d’aquest enzim.

Les proves de I’arginina (ADH), lisina (LDC) i ornitina (ODC) s’han de realitzar
en anaerobiosi, per aquest motiu els tubs porten un tap de vaselina. Els tres tubs
s’inocularan per resuspensio del creixement en el medi liquid.

Creixement en aigua peptonada alcalina amb un 0 % de NaCl:

Aquesta prova permet veure si aquest microorganisme és capag¢ de créixer en
abséncia de NaCl. S’inocula per resuspensio.

Indol:

Permet detectar la preséncia de I’enzim triptofanasa. S’inocula per resuspensio.

Arabinosa:

Permet detectar la produccié d’acid a partir d’arabinosa. Abans d’inocular per
resuspensio, cal afegir arabinosa esteril a I’1 % final (estoc estéril al 10 %).
S’inocula per resuspensio.

Gelatinasa:

Serveix per determinar si el microorganisme €s capag¢ de degradar la gelatina.
S’inocula per picadura.

Voges-Proskauer:

Es una prova per determinar si el microorganisme utilitza la via de fermentaci6 del
2,3-butile-glicol. S’inocula per resuspensio.

Creixement en medi VAM:

Aquest ¢s un medi selectiu i diferencial per a V. anguillarum. Realitzarem una
estria en escoces.

La incubacio de tots els medis inoculats en aquesta bateria de proves bioquimiques
s’ha de fer a 20-22°C (temperatura ambient, TA), durant 24-48 hores.
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Lectura de les proves bioquimiques:

Al cap de 24 hores (dimecres, segons la programacio6 d’activitats que s’indica en
I’annex 3) llegirem tinicament les proves bioquimiques de lectura directa i també
el Voges-Proskauer tot i ser de lectura indirecta. Aquelles proves de lectura directa
que siguin negatives al cap de 24 hores les deixarem incubant 24 hores més (fins
dijous, segons I’annex 3) per tal de confirmar el resultat negatiu. Les proves de
lectura indirecta les deixarem incubant 48 hores abans de fer-ne la lectura, excepte

la prova del Voges-Proskauer ja que, d’acord amb el “Bergey s” [16], cal fer-ne la
lectura al cap de 24 hores.

TCBS:

Es una prova de lectura directa. El creixement en aquest medi i el viratge a color
groc indiquen que es tracta d’un vibri, encara que es requereixen d’altres proves
per poder confirmar-ho.

O/F:

Es una prova de lectura directa. El viratge a color groc en els tubs indica la capacitat
d’utilitzar el sucre. S’ha de fer la lectura dels dos tubs. Segons els resultats podem
definir si el microorganisme és:

+/- Aerobi estricte
-/+ Anaerobi estricte

+/+ Aerobi facultatiu

ADH, LDC, ODC:

La lectura d’aquestes proves ¢s directa. En primer lloc s’observa un viratge a groc
causat per la utilitzacid de la glucosa, pero després s’observa un viratge cap a
porpra si es dona la descarboxilacio, ja que es produeix una alcalinitzacié del medi
de cultiu.

Creixement en 0 % NaCl:

Es una prova de lectura directa. S’ha d’observar la presencia o abséncia de
creixement per un augment de la terbolesa.

Arabinosa:

Es una prova de lectura directa. Si la prova és positiva s’observa un viratge de
I’indicador i el medi queda de color groc.

Gelatinasa:

Laprova es considera positiva quan s’observa una liquacio del medi a temperatures
a les quals la gelatina és solida (< 20°C).

Oxidasa:

Per llegir aquesta prova es diposita una mica de creixement bacteria (placa de
TSA2) amb un escuradents esteril damunt un paper de filtre i s’hi afegeixen unes
gotes del reactiu di-tetra-metil-para-fenilen-diamina. Com a control negatiu es pot
repetir el mateix utilitzant una soca d’E. coli de col-leccid. Un viratge a color negre
o roig fosc d’aparicio gairebé immediata indica que la prova ¢s positiva. No llegiu
la prova gaire més tard després d’afegir el reactiu ja que aquest s’oxida facilment
i podria donar un fals positiu.

Indol:

La prova és de lectura indirecta. Cal afegir-hi unes gotes de reactiu de Kovacs.
L’aparicié d’un anell rosat a la superficie indica que la prova és positiva.

Voges-Proskauer:

Es una prova de lectura indirecta. S’han d’afegir al medi dos reactius: KOH al
40 % (unes gotes) per alcalinitzar el medi i pl-naftol (1 ml). A continuacid, s’ha



d’agitar el tub per facilitar I’aireig. L’aparicié d’una coloracid rosada implica que
la prova és positiva.

VAM:

Les colonies de Vibrio anguillarum sén grogues en aquest medi per ’acidificacio
produida per la utilitzacio del sorbitol com a font de carboni.

2.1.3.Caracteritzacio serologica

Part de la immunogenicitat de V. anguillarum es basa en la preséncia d’un
lipopolisacarid termoestable a la paret cel-lular [7]. Concretament, les serovarietats
O1, 02 i O3 son les que normalment estan associades a brots de vibriosi en
peixos marins, essent la més freqiient la serovarietat O1 seguida de la O2 i O3,
respectivament [6]. El lipopolisacarid consta de 3 regions diferenciades: el lipid A,
el nucli i ’antigen somatic O, format per n cadenes d’un polisacarid. L especificitat
d’aquest depen del nombre i estructura d’aquestes cadenes laterals i, a més a més,
aquest condiciona la viruléncia dels bacteris gramnegatius patogens. Aixi doncs,
la determinaci6 de I’antigen O pot ser important per al diagnostic de les especies
patogenes.

L’objectiu de la caracteritzacid serologica que aquesta practica proposa és
comprovar la presencia de I’antigen O1 en la soca de Vibrio anguillarum A018, soca
amb la qual volem fer la vacuna, mitjangant la realitzacio d’un immunoblot.

Protocol de treball: Aquesta practica la realitzarem en grups de dos persones.
Partirem de la mateixa placa anterior que conté el cultiu de V. anguillarum en
TSA2 irealitzarem una estria amb un escuradents estéril damunt d’una membrana
de nitrocel-lulosa, que préviament haurem col-locat damunt una placa de TSA2
(dimarts, segons I’annex 3). Com a control negatiu realitzarem una estria al costat
amb la soca de V. harveyi CECTS525. Les dues estries les deixarem incubant a una
temperatura de 20-22°C (TA, temperatura ambient), durant 24 hores.

A continuacio, procedirem amb el protocol de deteccio (dimecres, segons ’annex
3). La composicid i el procediment de preparacié dels reactius i de les solucions
s’indica en I’annex 1. Tots els passos es realitzaran a TA i en agitaci6 si no s’indica
quelcom diferent:

- Traurem la membrana i la incubaren damunt paper Whatman saturat amb
tampd TBS 1x durant 5 minuts en condicions estatiques amb la cara de la
membrana on tenim les cel-lules cap amunt.

- Fixarem la membrana a 37°C durant 10 minuts (o fins que estiguin seques les
estries).

- Bloquejarem la membrana amb una solucio de 3 % de BSA en tamp6 TBS
1x, durant 45 minuts.

- Rentarem la membrana amb 1 % de BSA en tamp6 TBS 1x durant 10
minuts.

- Incubacié de la membrana amb 1’anticos especific anti-O1 (anticos primari)
diluit 1:1000 en una solucidé a I’1 % de BSA en TBS 1x, durant 30 minuts.

- Es realitzaran tres rentats consecutius de 5 min amb TBS-Tween 1x.

- Seguidament incubarem durant 30 minuts amb ’anticos secundari (anticos
de cabra contra IgG de conill), el qual es diluira 1:1000 en una solucio a 1’1
% de BSA en TBS 1x. Aquest anticos secundari es troba conjugat amb la
fosfatasa alcalina per tal de facilitar-ne la deteccio.

- A continuacio, es realitzaran tres rentats consecutius de 5 min amb TBS-
Tween 1x.

- Incubarem la membrana amb el tampd6 3 de revelat durant 5 minuts.

- Les membranes es revelaran a les fosques i de manera estatica amb NBT-
BCIP (diluit 1:50 en tampo6 3 de revelat). La reaccidé enzimatica s’aturara
als 10 segons aproximadament (o fins que aparegui coloracid) tot realitzant
rentats amb H,O destil-lada.
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2.2.Produccioé de la vacuna

2.2.1.Cultiu de V. anguillarum per a ’elaboracié de la vacuna

En aquesta practica, la preparacio de I’inocul només constara d’un pas. Cal dir que
en un procés industrial normalment s’utilitza un inocul aproximadament d’un 10 %
del volum final de la fermentacio, i sovint s’ha d’anar augmentant successivament
el volum de I’inocul fins arribar al volum final de fermentaci6 desitjat. Aquest
procés és 1’anomenat escalat.

Iniciarem el cultiu per a la produccié d’una vacuna a partir d’una placa de TSA2
on tenim crescuda la soca V. anguillarum AO18. En I’annex 3 podem consultar la
programacié setmanal de les activitats d’aquesta practica.

Cultiu inicial de V. anguillarum:

S’inoculen 10 ml de TSB2 (TSB+1.5 % NacCl, és a dir, amb un 2 % de NaCl final)
amb la soca V. anguillarum AO18. S’ incuba 24 hores a 20°C en un incubador amb
agitacio.

Continuacio de I’escalat:

Al cap de 24 hores, s’inocularan 200 ml de TSB2 (preparat en un matras Erlenmeyer
de 500 ml) utilitzant com a inocul tot el cultiu (10 ml) de la soca AO18 crescuda
en TSB2. Cada matras Erlenmeyer s’inoculara amb els cultius de dos grups.
S’incubaran a 20°C amb agitacio durant 24 hores.

2.2.2.Enumeracio de cél-lules viables del cultiu

Tincio de Gram

Al cap de 24 hores i en primer lloc, comprovarem la puresa del cultiu mitjangant
la realitzacid d’aquesta tincio. S’ha de tenir en compte que la tincié de Gram no
¢s suficient per comprovar la puresa. S haurien de repetir tota la serie de proves
bioquimiques en el nostre cas o aquelles proves (enzimatiques, immunologiques,
etc.) que permetin determinar la puresa del cultiu i confirmar la dotacid antigenica
d’interes. No es fa en aquesta practica per la limitacio de temps.

Sembra d’un banc de dilucions per a I’enumeraci6 de cél-lules viables en
TSA2

- A partir del cultiu de 200 ml de V. anguillarum, realitzarem un banc de
dilucions decimals en PBS sali i sembrarem 100 pl I de les diferents dilucions
(10°>10° 1 107) en TSA2, si és possible per duplicat. Aix0 ens permetra
determinar el nombre de microorganismes en el cultiu que utilitzarem per a
la produccio de la vacuna.

- Sembrarem també 100 pl 1 del cultiu directe i 100 pl 1 de la dilucié 102
en plaques del medi VAM. D’aquesta manera comprovarem que totes les
colonies son grogues perque utilitzen el sorbitol que porta el medi com a font
de carboni principal.

- Incubarem totes les plaques durant 24-48 hores a 20°C.

- L’endema (divendres, segons I’annex 3) realitzem un recompte de cel-lules
cultivables totals procedents del cultiu de V. anguillarum.

La realitzacié d’una enumeracid de cel-lules viables (cultivables) ens permetra
tenir una idea aproximada de la carrega antigénica que tindria el nostre preparat
vacunal. Alternativament, es podria fer una enumeracio de cél-lules totals utilitzant
per exemple la técnica de 1’epifluorescencia, o bé una mesura del pes sec o bé
una valoraci6 antigenica. Aquests valors els podriem relacionar amb el patrd de
cel-lules totals. Aquest pas ens dona una referéncia quantitativa del cultiu per poder
valorar posteriorment la concentraci6 antigénica de la vacuna.



2.2.3.Tractaments d’inactivacio del cultiu

La concentracio del cultiu

Sovint la concentracié final que ens interessa en la composicio de la vacuna no és
la mateixa que obtenim en el cultiu. Per ajustar la concentracid realitzarem una
separacid de les cél-lules cultivades per centrifugacid, i llavors les resuspendrem
en un tampo fins a la concentracid desitjada. En aquesta practica ho concentrarem
10 vegades (200 ml de cultiu ens quedaran en 20 ml finals). Si hi ha algun
component antigénic extracel-lular que s’acumula en el sobrenedant, hauriem de
considerar la recuperacid d’aquest producte del sobrenedant perqué formés part de
la composicidé de la vacuna, o bé utilitzar el mateix sobrenedant per resuspendre
les cel-lules. Préviament caldria comprovar si hi ha algun efecte toxic d’aquest
sobrenedant.

Inactivacio del cultiu:

Repartirem els 20 ml del concentrat en vuit tubs per a cada grup de quatre alumnes
(dijous, segons I’annex 3). Quatre tubs seran de plastic i quatre de vidre amb tap de
rosca. Amb aquest material es realitzara la inactivacid per obtenir la vacuna.

Es realitzaran dos tipus d’inactivacio:

I)Tractament quimic: afegirem, respectivament, 0.001 %, 0.01 %, 0.1 %1 1
% de formaldehid als tubs de plastic on teniem els 2.5 ml (aproximadament)
del concentrat. Ho incubarem durant 30 minuts a temperatura ambient.
Fem una comprovacié de 1’abséncia de creixement sembrant per extensio
100 pl de cada tub en una placa de TSA2. Ho incubarem durant 24 hores a
temperatura ambient.

2)Tractament fisic: els tubs de vidre amb els 2.5 ml del concentrat es posaran
en un bany a 100°C durant diferents temps d’exposicio: 1, 3, 5 i 10 minuts.
Evidentment en aquest cas només mantindrem en la nostra vacuna els antigens
termoestables. Fem una comprovacid de I’abséncia de creixement sembrant
per extensio 100 pl de cada tub en una placa de TSA2. Ho incubarem durant
24 hores a temperatura ambient.

2.2.4. Comprovacio de la inactivacio

Cal fer (divendres, segons 1’annex 3) una comprovacid de I’abséncia de creixement
en les vuit plaques sembrades el dia abans (una per cada tub on varen realitzar la
inactivaci6 amb diferents tractaments). Valorarem quines serien les condicions
més adients d’inactivacio tenint present que €s important assegurar que el preparat
vacunal és innocu i per tant no hauria de quedar ni una sola cel-lula viable.

Cal tenir present que aquesta practica s’atura en un punt molt preliminar del que
seria el procés d’elaboracio d’una vacuna. Aixi doncs, caldria realitzar a posteriori
proves addicionals per garantir que la vacuna és inndcua (i.e. abséncia de reaccions
al-leérgiques o abséncia de revertents en el cas de vacunes atenuades), proves per
determinar-ne la dosi, la via d’administracié més adient, etc.

3.Pautes per a ’avaluacio dels resultats i revisio de conceptes

a.Defineix un medi selectiv 1 un medi diferencial. D’acord amb aixo, com
consideraries el medi VAM que s’utilitza en aquestes practiques per al
creixement de les soques de Vibrio? Per que?

b.Per que creus que és necessari utilitzar un medi selectiu per poder detectar
determinats bacteris a partir d’una mostra molt contaminada (per exemple,
una mostra procedent d’una piscifactoria o bé d’aigiies residuals)?

c.Un cop obtingut el cultiu pur del bacteri, en quin format s’utilitzen
habitualment en microbiologia clinica les proves bioquimiques per a la
identificacié de I’agent etiologic d’una malaltia infecciosa?

d.Que és una vacuna? Quins tipus de vacunes coneixes? Déna’n un exemple
de cada tipus.
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e. Tots els immunogens sén antigens pero no tots els antigens sén immunogens.
Raona i justifica aquesta afirmacio.

f.Descriu les principals diferéncies entre vacunes atenuades i inactivades.
Quin tipus de vacuna, atenuada o inactivada induiria a priori una immunitat
cel-lular més solida? Per que?

g.Tenint presents els vostres resultats d’inactivacié de V. anguillarum, quines
condicions concretes d’inactivacio quimica i quines condicions d’inactivacid
térmica escollirieu per a la produccié aquest preparat vacunal? En general,
quin tractament d’inactivacio, quimic o fisic (térmic), creus que és millor?
Per que?

h.Creus que es pot en tots els casos utilitzar ambdds mecanismes d’inactivacio
(quimic i termic) indistintament? De qué depén? Quin tipus de tractament
aplicaries per fer una vacuna de cel-lules inactivades si volem mantenir la
immunogenicitat d’un antigen proteic present a la membrana externa? I si
I’antigen immunogen ¢és I’LPS?

i.Quina és la importancia del serotipatge?

j.Per a que serveix 1’escalat en la producci6 a nivell industrial?
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