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TÍTULO DE LA INVENCIÓN 

COMPOSICIÓN DE VACUNA CONJUGADA DE POLISACÁRIDO– 

PROTEÍNA NEUMOCÓCICA 15–VALENTE 

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS 

Ninguna 5 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención proporciona una composición inmunógena 

multivalente que tiene 15 conjugados de polisacárido– proteína distintos. Cada 

conjugado consiste en un polisacárido capsular preparado a partir de un serotipo 

diferente de Streptococcus pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 10 

19F, 22F, 23F o 33F) conjugado a una proteína portadora, preferentemente 

CRM197. La composición inmunógena, preferentemente formulada como una 

vacuna sobre un adyuvante a base de aluminio, proporciona una amplia cobertura 

contra la enfermedad neumocócica, particularmente en infantes y niños 

pequeños.  15 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN  

El Streptococcus pneumoniae es una causa significativa de enfermedades 

serias en el mundo entero.  En 1997, los Centros de Control y Prevención de 

Enfermedades (“Centers for Disease Control and Prevention (CDC)) estimaron 

que habían 3000 casos de meningitis neumocócica, 50.000 casos de bacteremia 20 

neumocócica, 7.000.000 casos de otitis media neumocócica y 500.000 casos de 

neumonía neumocócica anualmente en los Estados Unidos. Véase Centers for 

Disease Control and Prevention, MMWR Morb Mortal Wkly Rep 1997, 46(RR–

8):1–13. Por añadidura, las complicaciones de estas enfermedades pueden ser 

significativas con algunos estudios que informan de hasta un 8% de mortalidad y 25 

un 25% de secuelas neurológicas con meningitis neumocócica. Véase Arditi et al., 

1998, Pediatrics 102:1087–97. 
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Las vacunas de polisacáridos neumocócicas multivalentes que han sido 

permitidas durante muchos años han probado ser valiosas para prevenir la 

enfermedad neumocócica en adultos, particularmente, en personas ancianas y 

aquellos con alto riesgo.  Sin embargo, los infantes y niños pequeños responden 

pobremente a los polisacáridos neumocócicos no conjugados. La vacuna 5 

conjugada neumocócica, Prevnar®, que contiene los 7 serotipos más 

frecuentemente aislados (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) que causan enfermedad 

neumocócica invasiva en niños pequeños y en infantes en el momento, fue 

aprobada en primer lugar en los Estados Unidos en Febrero del 2000.  Luego del 

uso universal de Prevnar® en los Estados Unidos, hubo una reducción significativa 10 

en la enfermedad neumocócica invasiva en niños debido a los serotipos presentes 

en Prevnar®.  Véase Centers for Disease Control and Prevention, MMWR Morb 

Mortal Wkly Rep (Informe Semanal) 2005, 54(36):893–7. Sin embargo, existen 

limitaciones en la cobertura de los serotipos con Prevnar® en ciertas regiones del 

mundo y cierta evidencia de algunos serotipos emergentes en los Estados Unidos 15 

(por ejemplo, 19A y otros). Véase O'Brien et al., 2004, Am J Epidemiol 159:634–

44; Whitney et al., 2003, N Engl J Med 348:1737–46; Kyaw et al., 2006, N Engl J 

Med 354:1455–63; Hicks et al., 2007, J Infect Dis 196:1346–54; Traore et al., 

2009, Clin Infect Dis 48:S181–S189. 

La Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos No. US 20 

2006/0228380 A1 describe una vacuna conjugada de polisacárido– proteína 

contra el Neumococo 13 valente que incluye los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 

9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F.  La Publicación de Solicitud de Patente China No. 

CN 101590224 A describe una vacuna conjugada de polisacárido– proteína 

contra el Neumococo 14 valente que incluye los serotipos 1, 2, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 25 

9N, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F.   
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Otras PCVs (siglas en inglés correspondientes a Vacunas Conjugadas 

contra el Neumococo) han cubierto 7, 10, 11, o 13 de los serotipos contenidos en 

PCV–15, pero se ha observado interferencia inmunológica para algunos serotipos 

(por ej., protección inferior para el serotipo 3 en PCV–11 de GSK) e índices de 

respuesta más bajos a serotipo 6B en PCV–13 de Pfizer.  Véase Prymula et al., 5 

2006, Lancet 367:740–48 y Kieninger et al., Safety and Immunologic Non–

inferiority of 13–valent Pneumococcal Conjugate Vaccine Compared to 7–valent 

Pneumococcal Conjugate Vaccine Given as a 4–Dose Series in Healthy Infants 

and Toddlers (Seguridad y No Inferioridad Inmunológica de la Vacuna Conjugada 

contra el Neumococo 13 valente En Comparación con la Vacuna Conjugada 10 

contra el Neumococo 7 valente Administrada como una Serie de 4 Dosis en 

Infantes y Niños Pequeños sanos), presentados en la Reunión Anual No. 48 

ICAAC/ISDA 46th Annual Meeting, Washington DC, 25–28 de Octubre, 2008.   

SÍNTESIS DE LA INVENCIÓN 

La presente invención proporciona una composición inmunógena que 15 

comprende (1) una mezcla de conjugado de polisacárido– proteína multivalente 

que consiste en polisacáridos capsulares de 15 serotipos diferentes de S. 

pneumoniae conjugados a una proteína portadora, y (2) un portador 

farmacéuticamente aceptable. Más específicamente, la presente invención provee 

una composición de vacuna conjugada contra el Neumococo 15 valente (PCV–15) 20 

que comprende una mezcla de conjugado de polisacárido– proteína multivalente 

que consiste en polisacáridos capsulares de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 

9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, y 33F de S. pneumoniae conjugados a una 

proteína portadora; y un portador farmacéuticamente aceptable. En una 

realización específica, la composición inmunógena contiene polisacáridos 25 

capsulares de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F 

y 33F y la proteína portadora es CRM197.   
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En ciertas realizaciones, la composición comprende además un 

adyuvante.  En ciertas realizaciones, el adyuvante es un adyuvante a base de 

aluminio, tal como fosfato de aluminio, sulfato de aluminio o hidróxido de aluminio. 

En una realización en particular de la invención, el adyuvante es fosfato de 

aluminio.  5 

La presente invención provee además un método para inducir una 

respuesta inmune a un polisacárido capsular de S. pneumoniae, que comprende 

administrar a un ser humano una cantidad inmunológicamente eficaz de la 

composición inmunógena antes mencionada.  

La presente invención proporciona adicionalmente una composición 10 

inmunógena administrada como una dosis de 0,5 mL única formulada para 

contener: 2 µg de cada polisacárido, excepto por 6B a 4 µg; aproximadamente 32 

4µg de proteína portadora CRM197; 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental 

(0,5 mg de fosfato de aluminio); buffer de cloruro sódico 150 mM y L–histidina 20 

mM.      15 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

Figura 1: Comparación de GMCs para PCV–15 con relación a Prevnar® 

en Monos Rhesus Infantes (serotipos de Prevnar, PD–2 y PD–3).  Las barras de 

error denotan 2 errores estándares. 

Figura 2: GMC serotipo específicos a serotipos no Prevnar® en monos 20 

Rhesus infantes inmunizados con PCV–15. Las barras de error denotan 2 errores 

estándares. 

Figura 3: NZWR–1: Comparación de títulos medios geométricos en 

conejos inmunizados con PCV–15 sin (0xA) o con APA (B1) (Post–dosis 2).  Las 

barras de error denotan 95% de CI sobre la diferencia en veces media geométrica 25 

(PCV–15 sin APA / PCV–15 con APA).  
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DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La presente invención provee una composición inmunógena multivalente 

que comprende, consiste esencialmente en, o alternativamente, consiste en 15 

conjugados de polisacárido– proteína distintos, donde cada uno de los 

conjugados contiene un polisacárido capsular diferente conjugado a una proteína 5 

portadora, y donde los polisacáridos capsulares son preparados a partir de los 

serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F y 33F de S. 

pneumoniae, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.  En ciertas 

realizaciones, la proteína portadora es CRM197. La composición inmunógena 

puede comprender además un adyuvante, tal como un adyuvante con base de 10 

aluminio, tal como fosfato de aluminio, sulfato de aluminio e hidróxido de aluminio.  

La presente invención también proporciona un método para inducir una respuesta 

inmune a un conjugado de polisacáridos capsulares de S. pneumoniae, que 

comprende administrar a un ser humano, una cantidad inmunológicamente eficaz 

de la composición inmunógena multivalente antes mencionada. 15 

Como se ilustra en los Ejemplos, más adelante, estudios preclínicos en 

monos Rhesus infantes demostraron respuestas fuertes de anticuerpos a todos 

los 15 serotipos en PCV–15 que son comparables con las respuestas para los 7 

serotipos comunes en Prevnar®.  El hallazgo por parte de los solicitantes de que 

una vacuna conjugada contra el Neumococo 15 valente que incluye la adición de 20 

nuevos conjugados de polisacárido– proteína que contienen serotipos 22F y 33F 

proporciona respuestas de anticuerpos fuertes demuestra la posibilidad de 

expandir la cobertura de los serotipos neumocócicos no cubiertos por las vacunas 

neumocócicas existentes.   

El término “comprende” cuando se emplea con la composición 25 

inmunógena de la invención, se refiere a la inclusión de cualquier otro 

componente (sujeto a las limitaciones del lenguaje de “que consiste en” para la 
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mezcla antígena), tales como adyuvantes y excipientes.  El término “que consiste 

en” cuando se emplea con la mezcla de conjugados de polisacárido– proteína 

multivalente se refiere a una mezcla que tiene aquellos 15 conjugados de 

polisacárido – proteína de S. pneumoniae en particular y ningún otro conjugado 

de polisacárido – proteína de S. pneumoniae de un serotipo diferente.  5 

Conjugados de polisacárido – proteína capsulares de Streptococcus 

pneumoniae  

Los polisacáridos capsulares de Steptococcus pneumoniae pueden ser 

preparados mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en la 

técnica. Por ejemplo, los polisacáridos pueden ser aislados de bacterias y pueden 10 

ser clasificados según el tamaño hasta cierto grado por métodos conocidos 

(véase, por ej., Patentes Europeas Nos. EP497524 y EP497525) y 

preferentemente por microfluidización. Los polisacáridos pueden ser clasificados 

según el tamaño a fin de reducir la viscosidad en muestras de polisacáridos y/o 

para mejorar la filtrabilidad para productos conjugados. En la presente invención, 15 

los polisacáridos capsulares son preparados de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 

7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F y 33F de S. pneumoniae.   

En una realización, cada serotipo de polisacárido neumocócico es 

cultivado en un medio a base de soja. Luego, los polisacáridos individuales son 

purificados a través de pasos convencionales que incluyen centrifugación, 20 

precipitación y ultrafiltración. Véase, por ej., la Publicación de Solicitud de Patente 

Estadounidense No. 2008/0286838 y Pat. Estadounidense No. 5.847.112.  

Las proteínas portadoras son preferentemente proteínas que son no 

tóxicas y no reactogénicas y obtenibles en cantidad y pureza suficientes.  Una 

proteína portadora puede ser conjugada o unida con un polisacárido de S. 25 

pneumoniae para aumentar la inmunogenicidad del polisacárido. Las proteínas 

portadoras pueden adaptarse a procedimientos de conjugación convencionales. 
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En una realización en particular de la presente invención, CRM197 se emplea 

como la proteína portadora.  En una realización, cada polisacárido capsular es 

conjugado a la misma proteína portadora (siendo cada molécula de polisacárido 

capsular conjugada a una única proteína portadora). En otra realización, los 

polisacáridos capsulares son conjugados a dos o más proteínas portadoras 5 

(siendo cada molécula de polisacárido capsular conjugada a una única proteína 

portadora).  En ese tipo de realización, cada polisacárido capsular del mismo 

serotipo es típicamente conjugado a la misma proteína portadora.   

CRM197 es una variante no tóxica (es decir, toxoide) de la toxina de la 

difteria.  En una realización, se aísla de cultivos de la cepa C7 de 10 

Corynebacterium diphtheria (β197) cultivada en casaminoácidos y medio basado 

en extracto de levadura.  En otra realización, CRM197 es preparada 

recombinantemente de conformidad con los métodos descritos en la Pat. 

Estadounidense No. 5.614.382.  Típicamente, CRM197 es purificada a través de 

una combinación de ultrafiltración, precipitación con sulfato de amonio, y 15 

cromatografía de intercambio iónico.  En algunas realizaciones, CRM197 es 

preparada en Pseudomonas fluorescens utilizando Pfenex Expression 

Technology™ (Pfenex Inc., San Diego, CA).   

Otras proteínas portadoras adecuadas incluyen toxinas bacterianas 

inactivadas adicionales tales como DT (toxoide de Difteria), TT (toxoide del 20 

tétano) o fragmento C de TT, toxoide de pertussis, toxoide del cólera (por ej., 

según lo descrito en la Publicación de Solicitud de Patente Internacional No. WO 

2004/083251), LT de E. coli, ST de E. coli, y exotoxina A de Pseudomonas 

aeruginosa. Las proteínas de membrana externa bacterianas tales como el 

complejo c de membrana externa (OMPC, por sus siglas en inglés), porinas, 25 

proteínas de unión a transferrina, proteína A de superficie neumocócica (PspA; 

Ver la Publicación de Patente de Solicitud Internacional No. WO 02/091998), 
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proteína adhesina neumocócica (PsaA), C5a peptidasa del Grupo A o Grupo B 

streptococcus, o proteína D de Haemophilus influenzae, neumolisina 

neumocócica (Kuo et al., 1995, Infect Immun 63; 2706–13) que incluye ply 

destoxificada en cierto modo, por ejemplo dPLY–GMBS (Ver Publicación de 

Solicitud de Patente Internacional No. WO 04/081515) o dPLY–formol, PhtX, 5 

incluyendo PhtA, PhtB, PhtD, PhtE y fusiones de proteínas Pht por ejemplo 

fusiones de PhtDE, fusiones de PhtBE (Ver las Publicaciones de Solicitud de 

Patente Internacional Nos. WO 01/98334 y WO 03/54007), también pueden 

emplearse.   

También pueden emplearse como proteínas portadoras otras proteínas 10 

tales como ovalbúmina, hemocianina de lapa californiana (KLH (por sus siglas en 

inglés)), seroalbúmina bovina (BSA (por sus siglas en inglés)) o derivado proteico 

purificado de tuberculina (PPD (por sus siglas en inglés)), PorB (de N. 

meningitidis), PD (proteína D de Haemophilus influenzae; ver, por ej., Patente 

Europea No. EP 0 594 610 B), o sus equivalentes inmunológicamente 15 

funcionales, péptidos sintéticos (Ver Patentes Europeas Nos. EP0378881 y 

EP0427347), proteínas de choque térmico (Ver Publicaciones de Solicitudes de 

Patentes Internacionales Nos. WO 93/17712 y WO 94/03208), proteína de 

pertussis (Véase la Publicación de Solicitud de Patente Internacional No. WO 

98/58668 y Patente Europea No. EP0471177), citoquinas, linfoquinas, factores de 20 

crecimiento u hormonas (Véase la Publicación de Solicitud de Patente 

Internacional No. WO 91/01146), proteínas artificiales que comprenden múltiples 

epítopos de células T CD4+ humanos de diversos antígenos derivados de 

patógenos (Ver Falugi et al., 2001, Eur J Immunol 31:3816–3824) tal como la 

proteína N19 (Ver Baraldoi et al., 2004, Infect Immun 72:4884–7), proteínas de 25 

captación de hierro (Véase la Publicación de Solicitud de Patente Internacional 

No. WO 01/72337), toxina A o B de C. difficile (Ver la Publicación de Patente 
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Internacional No. WO 00/61761), y flagelina (Ver Ben–Yedidia et al., 1998, 

Immunol Lett 64:9).  

Pueden emplearse otros mutantes de DT, tales como CRM176, CRM228, 

CRM 45 (Uchida et al., 1973, J Biol Chem 218:3838–3844); CRM 9, CRM 45, 

CRM102, CRM 103 y CRM107 y otras mutaciones descritas por Nicholls y Youle 5 

en Genetically Engineered Toxins (Toxinas Genéticamente Modificadas), Ed: 

Frankel, Marcel Dekker Inc, 1992; supresión o mutación de Glu–148 a Asp, Gln o 

Ser y/o Ala 158 a Gly y otras mutaciones descritas en la Patente Estadounidense 

No. 4.709.017 o en la Patente Estadounidense No. 4.950.740; mutación de por lo 

menos uno o más residuos Lys 516, Lys 526, Phe 530 y/o Lys 534 y otras 10 

mutaciones descritas en la Patente Estadounidense No. 5.917.017 o en la Patente 

Estadounidense No. 6.455.673; o fragmento descrito en la Patente 

Estadounidense No. 5.843.711. 

Los polisacáridos purificados son químicamente activados para preparar 

los sacáridos capaces de reaccionar con la proteína portadora. Una vez activado, 15 

cada polisacárido capsular es conjugado por separado a una proteína portadora 

para formar un glicoconjugado. Los conjugados de polisacáridos pueden ser 

preparados mediante técnicas de acoplamiento conocidas.   

En una realización, la activación química de los polisacáridos y 

subsiguiente conjugación a la proteína portadora son logradas por medios 20 

descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4.365.170, 4.673.574 y 

4.902.506. Brevemente, esa química abarca la activación de polisacárido 

neumocócico mediante reacción con cualquier agente oxidante el cual oxida un 

grupo hidroxilo terminal a un aldehído, tal como peryodato (incluyendo peryodato 

sódico, peryodato potásico o ácido peryódico). La reacción conduce a una 25 

disociación oxidativa al azar de grupos hidroxilo próximos de los carbohidratos 

con la formación de grupos aldehído reactivos.   
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El acoplamiento a la proteína portadora (por ej., CRM197) puede ser por 

medio de aminación reductiva por aminación directa a los grupos lisilo de la 

proteína. Por ejemplo, la conjugación se lleva a cabo haciendo reaccionar una 

mezcla del polisacárido activado y la proteína portadora con un agente reductor 

tal como cianoborohidruro sódico.  Luego, los aldehídos sin reaccionar son 5 

sometidos a la adición de un capuchón (“capping”) con la adición de un agente 

reductor fuerte, tal como borohidruro sódico.   

En otra realización, el método de conjugación puede basarse en la 

activación del sacárido con tetrafluorborato de 1–ciano–4–dimetilaminopiridinio 

(CDAP, (por sus siglas en inglés)) para formar un éster de cianato. Así, el 10 

sacárido activado puede ser acoplado directamente o por medio de un grupo 

espaciador (ligante) a un grupo amino en la proteína portadora. Por ejemplo, el 

espaciador podría ser cistamina o cisteamina para dar un polisacárido tiolado el 

cual podría ser acoplado al portador por medio de una ligación tioéter obtenida 

luego de la reacción con una proteína portadora activada con maleimida (por 15 

ejemplo utilizando GMBS) o una proteína portadora haloacetilada (por ejemplo 

utilizando yodoacetimida [por ej. yodoacetimida de etilo HCl] o bromoacetato de 

N–succinimidilo o SIAB, o SIA, o SBAP). Preferentemente, el éster de cianato 

(opcionalmente preparado mediante química de CDAP) es acoplado con hexano 

diamina o dihidrazida de ácido adípico (ADH) y el sacárido amino–derivado es 20 

conjugado a la proteína portadora utilizando química de carbodiimida (por ej. 

EDAC o EDC) por medio de un grupo carboxilo en la proteína portadora. Dichos 

conjugados son descritos en las Publicaciones de Solicitudes de Patentes 

Internacionales Nos. WO 93/15760, WO 95/08348 y WO 96/29094; y Chu et al., 

1983, Infect. Immunity 40:245–256.  25 

Otras técnicas adecuadas utilizan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres 

activos, norborano, ácido p–nitrobenzoico, N–hidroxisuccinimida, S––NHS, EDC, 
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TSTU.  Muchas son descritas en la Publicación de Solicitud de Patente 

Internacional No. WO 98/42721. La conjugación puede involucrar un ligante 

carbonilo el cual puede ser formado mediante reacción de un grupo hidroxilo libre 

del sacárido con CDI (Ver Bethell et al., 1979, J. Biol. Chem. 254:2572–4; Hearn 

et al., 1981, J. Chromatogr. 218:509–18) seguido por reacción con una proteína 5 

para formar una ligación de carbamato. Esto puede involucrar la reducción del 

término anomérico a un grupo hidroxilo primario, protección / desprotección 

opcional del grupo hidroxilo primario, reacción del grupo hidroxilo primario con 

CDI para formar un compuesto intermedio de carbamato CDI y acoplando el 

compuesto intermedio de carbamato CDI con un grupo amino en una proteína.  10 

En una realización, con anterioridad a la formulación, cada antígeno de 

polisacárido capsular neumocócico es individualmente purificado a partir de S. 

pneumoniae, activado para formar aldehídos reactivos, y luego covalentemente 

conjugado utilizando aminación reductiva a la proteína portadora CRM197.   

Luego de la conjugación del polisacárido capsular a la proteína portadora, 15 

los conjugados de polisacárido – proteína son purificados (enriquecidos con 

respecto a la cantidad de conjugado de polisacárido – proteína) por una o más de 

una variedad de técnicas. Los ejemplos de estas técnicas son bien conocidos por 

el experto en la materia e incluyen operaciones de concentración / diafiltración, 

ultrafiltración, precipitación/ elución, cromatografía en columna y filtración en 20 

profundidad. Véase, por ej., la Patente de los Estados Unidos  No. 6.146.902.   

Composiciones Farmacéuticas/ de Vacuna 

La presente invención proporciona además composiciones, que incluyen 

composiciones farmacéuticas, inmunógenas, y de vacunas, que comprenden, 

consisten esencialmente en, o alternativamente, consisten en 15 conjugados de 25 

polisacárido– proteína distintos, donde cada uno de los conjugados contiene un 

polisacárido capsular diferente conjugado a una proteína portadora, y donde los 
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polisacáridos capsulares son preparados a partir de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 

6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F y 33F de S. pneumoniae, junto con un 

portador farmacéuticamente aceptable y un adyuvante. Estos conjugados 

neumocócicos son preparados mediante procesos separados y en masa 

formulados en una sola formulación de dosificación.  5 

Según lo definido en esta invención, un “adyuvante” es una sustancia que 

sirve para aumentar la inmunogenicidad de una composición inmunógena de la 

invención.  Un adyuvante inmune puede aumentar una respuesta inmune a un 

antígeno que es débilmente inmunógeno cuando es administrado por sí solo, por 

ej., no induciendo títulos de anticuerpos o títulos de anticuerpos débiles o sin 10 

inducir respuesta inmune mediada por células, no induciendo aumento de los 

títulos de anticuerpos al antígeno, y/o reduce la dosis del antígeno eficaz para 

lograr una respuesta inmune en el individuo. Por lo tanto, a menudo se 

administran adyuvantes para reforzar la respuesta inmune y son bien conocidos 

por el experto en la técnica. Los adyuvantes adecuados para aumentar la eficacia 15 

de la composición incluyen, aunque no se limitan a:  

(1) sales de aluminio (alumbre), tales como hidróxido de aluminio, fosfato 

de aluminio, sulfato de aluminio, etc.;  

(2) formulaciones de emulsiones aceite en agua (con o sin otros agentes 

inmunoestimuladores específicos tales como péptidos de muramilo (definidos más 20 

adelante) o componentes bacterianos de las paredes celulares), tales como, por 

ejemplo, (a) MF59 (Publicación de Solicitud de Patente Internacional No. WO 

90/14837), que contienen 5% de Esqualeno, 0,5% Tween 80, y 0,5% Span 85 

(opcionalmente que contienen diversas cantidades de MTP–PE) formulados en 

partículas de submicrones utilizando un microfluidizador tal como el 25 

microfluidizador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, que contiene 

10% de Esqualeno, 0,4% Tween 80, 5% polímero plurónico–bloqueado L121, y 
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thr–MDP ya sea microfluidizado en una emulsión de submicrones o sometido a 

vórtice para generar una emulsión de tamaño de partícula más grande, (c) 

sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Corixa, Hamilton, MT) que contiene 2% de 

Esqualeno, 0,2% de Tween 80, y uno o más componentes bacterianos de 

paredes celulares del grupo formado por monofosforil–lípido A 3–O–desacilado 5 

(MPL™) descrito en la Pat. Estadounidense No. 4.912.094, dimicolato de 

trehalosa (TDM), y esqueleto de pared celular (CWS, por sus siglas en inglés), 

preferentemente MPL+CWS (Detox™); y (d) una Montanida ISA;  

(3) adyuvantes de saponina, tales como Quil A o STIMULON™ QS–21 

(Antigenics, Framingham, MA) (ver, por ej., Pat. Estadounidense No. 5.057.540) 10 

pueden emplearse o partículas generadas de los mismos tales como ISCOM 

(complejos inmunoestimuladores formados por la combinación de colesterol, 

saponina, fosfolípido, y proteínas anfipáticas) y Iscomatrix® (que tiene 

esencialmente la misma estructura que un ISCOM pero sin la proteína); 

(4) lipopolisacáridos bacterianos, análogos sintéticos de lípido A tales 15 

como compuestos de aminoalquil glucosamina fosfato (AGP, por sus siglas en 

inglés), o derivados o análogos del mismo, los cuales están disponibles de Corixa, 

y los cuales son descritos en la Pat. Estadounidense No. 6.113.918; un AGP de 

ese tipo es 2–[(R)–3–tetradecanoiloxitetradecanoilamino]etil 2–Desoxi–4–O–

fosfono–3–O–[(R)–3–tetradecanoiloxitetradecanoil]–2–[(R)–3–– 20 

tetradecanoiloxitetradecanoilamino]–b–D–glucopiranósido, el cual es también 

conocido como 529 (anteriormente conocido como RC529), el cual es formulado 

como una forma acuosa o como una emulsión estable 

(5) polinucleótidos sintéticos tales como oligonucleótidos que contienen 

motivo(s) CpG motif(s) (Pat. Estadounidense No. 6.207.646); y 25 

(6) citoquinas, tales como interleuquinas (por ej., IL–1, IL–2, IL–4, IL–5, 

IL–6, IL–7, IL–12, IL–15, IL–18, etc.), interferones (por ej., gamma interferón), 



14 

 

factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM–CSF), factor 

estimulador de colonias de macrófagos (M–CSF), factor de necrosis tumoral 

(TNF), moléculas coestimuladoras B7–1 y B7–2, etc; y 

(7) complemento, tal como trímero de componente de complemento C3d.  

En otra realización, el adyuvante es una mezcla de 2, 3, o más de los 5 

adyuvantes anteriores, por ej.,. SBAS2 (una emulsión aceite en agua que 

contiene además monofosforil- lípido A 3–desacilado y QS21). 

Los péptidos de muramilo incluyen, aunque sin limitarse a, N–acetil–

muramil–L–treonil–D–isoglutamina (thr–MDP), N–acetil–normuramil–L–alanina–2–

(1'–2' dipalmitoil–sn–glicero–3–hidroxifosforiloxi)–etilamina (MTP–PE), etc. 10 

En ciertas realizaciones, el adyuvante es una sal de aluminio. El 

adyuvante de sal de aluminio puede ser una vacuna precipitada en alumbre o una 

vacuna adsorbida en alumbre. Los adyuvantes de aluminio- sal son bien 

conocidos en la técnica y son descritos, por ejemplo, en Harlow, E. y D. Lane 

(1988; Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory) y Nicklas, 15 

W. (1992; Aluminum salts. Research in Immunology 143:489–493).  La sal de 

aluminio incluye, aunque sin limitarse a, alúmina hidratada, hidrato de alúmina, 

trihidrato de alúmina (ATH), hidrato de aluminio, trihidrato de aluminio, alhidrogel, 

Superfos, Amphogel, hidróxido de aluminio (III), hidroxifosfato sulfato de aluminio 

(Adyuvante de Fosfato de Aluminio (APA, por sus siglas en inglés)), alúmina 20 

amorfa, alúmina trihidratada o trihidroxialuminio.  

APA es una suspensión acuosa de hidroxifosfato de aluminio.  APA es 

fabricado mezclando cloruro de aluminio y fosfato sódico en una relación 

volumétrica 1:1 para precipitar hidroxifosfato de aluminio. Después del proceso de 

mezclado, el material es reducido en tamaño con un mezclador de alto corte para 25 

lograr un tamaño de partícula agregado objetivo en el rango de 2–8 µm. Luego, el 

producto es diafiltrado contra solución salina fisiológica y esterilizado con vapor.   
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En ciertas realizaciones, se emplea un Al(OH)3 disponible en el mercado 

(por ej. Alhydrogel o Superfos de Denmark/Accurate Chemical and Scientific Co., 

Westbury, NY) para adsorber proteínas en una relación de 50 – 200 g de 

proteína/mg de hidróxido de aluminio. La adsorción de proteína depende, en otra 

realización, del pI (pH isoeléctrico) de la proteína y el pH del medio. Una proteína 5 

con un pI inferior se adsorbe al ion de aluminio positivamente cargado más 

fuertemente que una proteína con un pI superior. Las sales de aluminio pueden 

establecer un depósito de Ag que es liberado lentamente durante un período de 2-

3 semanas, pueden estar involucradas en la activación no específica de 

macrófagos y activación del complemento, y/o pueden estimular el mecanismo 10 

inmune innato (posiblemente a través de la estimulación de ácido úrico). Ver, por 

ej., Lambrecht et al., 2009, Curr Opin Immunol 21:23.   

Los conjugados acuosos a granel monovalentes son típicamente 

mezclados y diluidos para obtener 8 µg/mL para todos los serotipos excepto 6B, el 

cual será diluido para obtener 16 µg/mL.  Una vez diluido, la tanda será 15 

esterilizada por filtración, y se agregará un volumen igual de adyuvante de fosfato 

de aluminio asépticamente para obtener una concentración de aluminio final de 

250 µg/mL.  La tanda formulada, con adyuvante, será cargada en frascos de  0,5 

mL/dosis de un solo uso.    

En ciertas realizaciones, el adyuvante es una secuencia nucleotídica que 20 

contiene CpG, por ejemplo, un oligonucleótido que contiene CpG, en particular, un 

oligodesoxinucleótido que contiene CpG (CpG ODN).  En otra realización, el 

adyuvante es ODN 1826, el cual puede ser adquirido de Coley Pharmaceutical 

Group. 

“Nucleótido que contiene CpG”, “oligonucleótido que contiene CpG”, 25 

“oligonucleótido CpG”, y términos similares se refieren a una molécula 

nucleotídica de 6–50 nucleótidos de largo que contiene una porción de CpG no 
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metilada. Ver, por ej., Wang et al., 2003, Vaccine 21:4297.  En otra realización, el 

propósito es cualquier otra definición de los términos aceptada en la técnica. Los 

oligonucleótidos que contienen CpG incluyen oligonucleótidos modificados que 

utilizan cualquier ligación de internucleósido sintética, base modificada y/o azúcar 

modificado.  5 

Los métodos de uso de los oligonucleótidos que contienen CpG son bien 

conocidos en la técnica y son descritos, por ejemplo, en Sur et al., 1999, J 

Immunol. 162:6284–93; Verthelyi, 2006, Methods Mol Med. 127:139–58; y Yasuda 

et al., 2006, Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 23:89–110. 

Administración/ Dosificación 10 

Las composiciones y formulaciones de la presente invención pueden ser 

empleadas para proteger o tratar a un ser humano susceptible a la infección 

neumocócica, por medio de la administración de la vacuna por medio de una ruta 

sistémica o de mucosa.  En una realización, la presente invención provee un 

método para inducir una respuesta inmune a un conjugado de polisacárido 15 

capsular de S. pneumoniae, que comprende administrar a un ser humano una 

cantidad inmunológicamente eficaz de una composición inmunógena de la 

presente invención. En otra realización, la presente invención provee un método 

de vacunación de un ser humano contra una infección por Neumococo, que 

comprende el paso de administrar al ser humano una cantidad inmunógenamente 20 

eficaz de una composición inmunógena de la presente invención.  

“Cantidad eficaz” de una composición de la invención se refiere a una 

dosis requerida para activar anticuerpos que reducen significativamente la 

probabilidad o severidad de infectividad de S. pneumoniae durante un desafío 

subsiguiente.  25 

Los métodos de la invención pueden ser empleados para la prevención 

y/o reducción de síndromes clínicos primarios causados por S. pneumoniae 
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incluyendo tanto infecciones invasivas (meningitis, neumonía, y bacteremia), 

como infecciones no invasivas (otitis media aguda y sinusitis).   

La administración de las composiciones de la invención puede incluir uno 

o más de: inyección por las rutas intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o 

subcutánea; o por medio de la administración a través de mucosa a los tractos 5 

oral/alimentario, respiratorio o genitourinario.  En una realización, se emplea la 

administración intranasal para el tratamiento de la neumonía o la otitis media (ya 

que la colonización nasofaríngea de neumococos puede ser más eficazmente 

prevenida, atenuando de ese modo la infección en su etapa más temprana).  

La cantidad de conjugado en cada dosis de vacuna se selecciona como 10 

una cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos adversos 

significativos. Dicha cantidad puede variar dependiendo del serotipo 

neumocócico. En general, cada dosis comprenderá de 0,1 a 100 µg de cada 

polisacárido, particularmente de 0,1 a 10 µg, y más particularmente de 1 a 5 µg. 

Por ejemplo, cada dosis puede comprender 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, o 15 

750 ng o 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 25, 

30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100 µg.   

Las cantidades óptimas de componentes para una vacuna en particular 

pueden ser determinadas por estudios convencionales que involucran la 

observación de respuestas inmunes apropiadas en los sujetos.  Por ejemplo, en 20 

otra realización, la dosificación para la vacunación a seres humanos se determina 

por extrapolación a partir de estudios en animales a datos humanos.  En otra 

realización, la dosificación se determina empíricamente.   

En una realización, la dosis de la sal de aluminio es 10, 15, 20, 25, 30, 50, 

70, 100, 125, 150, 200, 300, 500, o 700 µg, o 1, 1,2, 1,5, 2, 3, 5 mg o más. En aun 25 

otra realización, la dosis de sal de alumbre descrita anteriormente es por cada g 

de proteína recombinante. 



18 

 

En un realización en particular de la presente invención, la vacuna PCV–

15 es una formulación líquida estéril de polisacáridos capsulares neumocócicos 

de serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F y 33F 

individualmente conjugados a CRM197.  Cada dosis de 0,5 mL es formulada para 

contener: 2 4 µg de cada sacárido, excepto por 6B a 4 4µg; aproximadamente 32 5 

µg de proteína portadora CRM197 (por ej., 32 µg ± 5 4µg, ± 3 4µg, ± 2 4µg, o ± 1 

4µg); 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental (0,5 mg de fosfato de 

aluminio); y cloruro de sodio y buffer de L–histidina. La concentración de cloruro 

sódico es aproximadamente 150 mM (por ej., 150 mM ± 25 mM, ± 20 mM, ± 15 

mM, ± 10 mM, o ± 5 mM)  y aproximadamente 20 mM (por ej., 20 mM ± 5 mM, ± 10 

2,5 mM, ± 2 mM, ± 1 mM, o ± 0,5 mM) de tampón de L–histidina.   

De acuerdo con cualquiera de los métodos de la presente invención y en 

una realización, el sujeto es un ser humano. En ciertas realizaciones, el paciente 

humano es un infante (menos de 1 año de edad), niño pequeño 

(aproximadamente de 12 a 24 meses de edad) o menor (aproximadamente de 2 a 15 

5 años). En otras realizaciones, el paciente humano es un paciente anciano (> 65 

años).  Las composiciones de esta invención son también adecuadas para utilizar 

con niños más grandes, adolescentes y adultos (por ej., con edades de 18 a 45 

años o de 18 a 65 años).  

En una realización de los métodos de la presente invención, una 20 

composición de la presente invención es administrada como una inoculación 

única.  En otra realización, la vacuna es administrada dos veces, tres veces o 

cuatro veces o más veces, con intervalos adecuados. Por ejemplo, la composición 

puede ser administrada en intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, o 6 meses o cualquier 

combinación de los mismos. El programa de inmunización puede seguir aquel 25 

designado para las vacunas neumocócicas. Por ejemplo, el programa de rutina 

para infantes y niños pequeños contra la enfermedad invasiva causada por S. 
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pneumoniae es 2, 4, 6 y 12–15 meses de edad. Por consiguiente, en una 

realización preferida, la composición es administrada como una serie de 4 dosis a 

los 2, 4, 6, y 12–15 meses de edad.  

Las composiciones de esta invención también pueden incluir una o más 

proteínas de S. pneumoniae.  Los ejemplos de proteínas de S. pneumoniae 5 

adecuadas para inclusión incluyen aquellas identificadas en las Publicaciones de 

Solicitudes de Patentes Internacionales Nos. WO 02/083855 y WO 02/053761.  

Formulaciones 

Las composiciones de la invención pueden ser administradas a un sujeto 

mediante uno o más métodos conocidos por una persona con conocimiento en la 10 

técnica, tal como parenteralmente, por vía de transmucosa, transdérmicamente, 

intramuscularmente, intravenosamente, intradérmicamente, intranasalmente, 

subcutáneamente, intraperitonealmente y formuladas concordantemente.   

En una realización, las composiciones de la presente invención son 

administradas por medio de inyección epidérmica, inyección intramuscular, 15 

inyección intravenosa, intra–arterial, subcutánea, o inyección a la mucosa intra-

respiratoria de una preparación líquida. Las formulaciones líquidas para inyección 

incluyen soluciones y similares.   

La composición de la invención puede ser formulada como frascos de 

dosis única, frascos de múltiples dosis o como jeringas precargadas.   20 

En otra realización, las composiciones de la presente invención son 

administradas oralmente, y son por ende formuladas en una forma adecuada para 

la administración oral, es decir, como una preparación sólida o una preparación 

líquida.  Las formulaciones orales sólidas incluyen tabletas, cápsulas, píldoras, 

gránulos, pellets, y similares. Las formulaciones orales líquidas incluyen 25 

soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares.  
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Los portadores farmacéuticamente aceptables para formulaciones 

líquidas son soluciones, suspensiones, emulsiones o aceites acuosos o no 

acuosos.  Los ejemplos de solventes no acuosos en propilenglicol, polietilenglicol, 

y ésteres orgánicos inyectables tales como oleato de etilo. Los portadores 

acuosos incluyen agua, soluciones alcohólicas/ acuosas, emulsiones o 5 

suspensiones, incluyendo solución salina y medios tamponados. Los ejemplos de 

aceites son aquellos de origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de 

maní, aceite de soja, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de hígado de 

pescado, otro aceite marino o un lípido de leche o huevos.   

La composición farmacéutica puede ser isotónica, hipotónica o 10 

hipertónica. Sin embargo, a menudo se prefiere que una composición 

farmacéutica para infusión o inyección sea esencialmente isotónica, cuando es 

administrada. Por ende, para el almacenamiento, la composición farmacéutica 

puede ser preferentemente isotónica o hipertónica. Si la composición 

farmacéutica es hipertónica para el almacenamiento, puede ser diluida para 15 

volverse una solución isotónica con anterioridad a la administración. 

El agente isotónico puede ser un agente isotónico iónico tal como una sal 

o un agente isotónico no iónico tal como un carbohidrato. Los ejemplos de 

agentes isotónicos iónicos incluyen, aunque sin limitarse a NaCl, CaCl2, KCl y 

MgCl2.  Los ejemplos de agentes isotónicos no iónicos incluyen, aunque no se 20 

limitan a manitol, sorbitol y glicerol. 

Se prefiere además que por lo menos un aditivo farmacéuticamente 

aceptable sea un tampón. Para algunos propósitos, por ejemplo, cuando la 

composición farmacéutica es destinada a ser empleada para infusión o inyección, 

es conveniente, a menudo, que la composición comprenda un tampón, el cual es 25 

capaz de tamponar una solución hasta un pH en el rango entre 4 y 10, tal como 

entre 5 y 9, por ejemplo entre 6 y 8. 
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El tampón puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo formado por 

tampón de TRIS, acetato, glutamato, lactato, maleato, tartrato, fosfato, citrato, 

carbonato, glicinato, histidina, glicina, succinato y trietanolamina.  

El tampón puede seleccionarse, adicionalmente, por ejemplo entre los 

tampones compatibles USP para uso parenteral, en particular, cuando la 5 

formulación farmacéutica es para uso parenteral. Por ejemplo, el tampón puede 

seleccionarse del grupo formado por ácidos monobásicos tales como ácido 

acético, benzoico, glucónico, glicérico y láctico; ácidos dibásicos tales como 

ácidos aconíticos, adípicos, ascórbico, carbónico, glutámico, málico, succínico y 

tartárico, ácidos polibásicos tales como ácido cítrico y fosfórico; y bases tales 10 

como amoníaco, dietanolamina, glicina, trietanolamina, y TRIS. 

Los vehículos parenterales (para inyección subcutánea, intravenosa, 

intraarterial, o intramuscular) incluyen solución de cloruro sódico, dextrosa de 

Ringer, dextrosa y cloruro sódico, Ringer’s lactado y aceites fijos. Los vehículos 

intravenosos incluyen regeneradores de fluido y nutrientes, regeneradores de 15 

electrolitos tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer, y similares. Los 

ejemplos son líquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin la adición de 

un surfactante y otros adyuvantes farmacéuticamente aceptables. En general, 

agua, solución salina, soluciones de dextrosa y azúcar acuosas relacionadas, 

glicoles tales como propilenglicoles o polietilenglicol, y Polisorbato–80 son 20 

portadores líquidos preferidos, particularmente para soluciones inyectables. Los 

ejemplos de aceites son aquellos de origen animal, vegetal o sintético, por 

ejemplo, aceite de maní, aceite de soja, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite 

de hígado de pescado, otro aceite marino o un lípido de huevo o leche. 

Las formulaciones de la invención también pueden contener un 25 

surfactante. Los surfactantes preferidos incluyen, aunque no se limitan a: los 

surfactantes de ésteres de polioxietilen-sorbitán (comúnmente denominados los 
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Tweens), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80; copolímeros de óxido de 

etileno (EO), óxido de propileno (PO), y/u óxido de butileno (BO), vendidos bajo la 

denominación comercial DOWFAX™, tales como los copolímeros de bloques de 

EO/PO lineales; octoxinoles, los cuales pueden variar en la cantidad de grupos 

etoxi(oxi–1,2-etanodiilo) de repetición siendo de particular interés el octoxinol–9 5 

(Triton X–100, o t–octilfenoxipolietoxietanol); (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL 

CA–630/NP–40); fosfolípidos tales como fosfatidilcolina (lecitina); etoxilatos de 

nonilfenol, tales como la serie Tergitol™ NP; éteres grasos de polioxietileno 

derivados de alcoholes de laurilo, cetilo, estearilo y oleílo (conocidos como 

surfactantes Brij), tales como trietilenglicol monolauril éter (Brij 30); y ésteres de 10 

sorbitán (comúnmente conocidos como los SPANs), tal como el trioleato de 

sorbitán (Span 85) y el monolaurato de sorbitán. Un surfactante preferido para 

incluir en la emulsión es Tween 80 (monooleato de polioxietilensorbitán).  

Pueden emplearse mezclas de surfactantes, por ej. mezclas de Tween 

80/Span 85. Una combinación de un éster de polioxietilen-sorbitán tal como 15 

monooleato de polioxietilen-sorbitán (Tween 80) y un octoxinol tal como t–

octilfenoxipolietoxietanol (Triton X–100) es también adecuada. Otra combinación 

útil comprende lauret 9 más un éster de polioxietilen-sorbitán y/o un octoxinol. 

Las cantidades preferidas de surfactantes (% en peso) son: ésteres de 

polioxietilensorbitán (tal como Tween 80) de 0,01 a 1%, en particular alrededor de 20 

0,1%; octil– o nonilfenoxi polioxietanoles (tal como Triton X–100, u otros 

detergentes en la serie Triton) de 0,001 a 0,1 %, en particular de 0,005 a 0,02%; 

polioxietilen–éteres (tal como lauret 9) de 0,1 a 20 %, preferentemente de 0,1 a  

10 % y en particular de 0,1 a 1 % o alrededor de 0,5%.  

En otra realización, la composición farmacéutica es administrada en un 25 

sistema de liberación controlada. Por ejemplo, el agente puede ser administrado 

utilizando infusión intravenosa, un parche transdérmico, liposomas u otros modos 
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de administración.  En otra realización, se emplean materiales poliméricos; por ej. 

en microesferas en o un implante. 

También son abarcados por la invención los compuestos modificados por 

la unión covalente de polímeros solubles en agua tales como polietilenglicol, 

copolímeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, 5 

alcohol de polivinilo, polivinilpirrolidona o poliprolina. Dichas modificaciones 

pueden aumentar la solubilidad del compuesto en solución acuosa, pueden 

eliminar la agregación, aumentar la estabilidad física y química del compuesto, y 

pueden reducir en gran medida la reactogenicidad del compuesto.  En otra 

realización, la actividad biológica in vivo deseada se logra mediante la 10 

administración de dichos aductos de polímero- compuesto menos frecuentemente 

o en dosis inferiores que con el compuesto sin modificar. 

En una realización preferida, la composición de vacuna es formulada en 

tampón de L–histidina con cloruro sódico.  

Habiendo descrito diversas realizaciones de la invención con referencia a 15 

la descripción y dibujos acompañantes, debe entenderse que la invención no se 

encuentra limitada a aquellas realizaciones precisas, y que pueden efectuarse 

diversos cambios y modificaciones a las mismas por un experto en la técnica sin 

apartarse del alcance o espíritu de la invención según lo definido en las 

reivindicaciones adjuntas.  20 

Los siguientes ejemplos ilustran, aunque no limitan la invención. 

EJEMPLOS 

EJEMPLO 1: Preparación de Polisacáridos Capsulares de S. Pneumoniae  

Los métodos para cultivar neumococos son bien conocidos en la técnica. 

Ver, por ej., Chase, 1967, Methods of Immunology and Immunochemistry 1:52. 25 

Los métodos para preparar polisacáridos capsulares neumocócicos son también 
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bien conocidos en la técnica. Ver, por ej., Patente Europea No. EP0497524. Los 

aislados de subtipos neumocócicos están disponibles de la ATCC.   

Las bacterias son identificadas como encapsuladas, no móviles, Gram–

positivas, diplococos en forma de lanceta que son alfa-hemolíticos en sangre 

agar. Los subtipos son diferenciados sobre la base de reacción Quelling utilizando 5 

antisueros específicos. Ver, por ej., Pat. Estadounidense No. 5.847.112. 

Bancos Celulares 

Los bancos celulares que representan cada uno de los serotipos de S. 

pneumococcus presentes en PCV–15 fueron obtenidos de la Recolección de 

Cultivos de Merck (Rahway, NJ) en un frasco congelado.   10 

Inoculación 

Un cultivo de semillas descongelado fue transferido al fermentador de 

semillas que contiene un medio de crecimiento previamente esterilizado 

apropiado. 

Fermentación de Semillas 15 

El cultivo fue cultivado en el fermentador de semillas con control de la 

temperatura y el pH.  El volumen entero del fermentador de semillas fue 

transferido al fermentador de la producción que contenía medio de crecimiento 

previamente esterilizado. 

Fermentación de la Producción 20 

La fermentación de la producción fue la etapa de crecimiento celular final 

del proceso. Se controló la temperatura, el pH y la velocidad de agitación.     

Inactivación 

El proceso de fermentación fue terminado por medio de la adición de un 

agente inactivador. Luego de la inactivación, la tanda fue transferida al tanque de 25 

inactivación donde se mantuvo a temperatura y agitación controladas.   
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Purificación 

Los restos celulares fueron eliminados empleando una combinación de 

centrifugación y filtración. La tanda fue ultrafiltrada y diafiltrada. La tanda fue luego 

sometida a fraccionamientos a base de solvente que eliminan las impurezas y 

recuperan polisacárido. 5 

EJEMPLO 2: Preparación de Conjugados de Polisacáridos 

Neumocócicos–CRM197    

Proceso de Activación 

Los diferentes sacáridos de serotipos son individualmente conjugados a la 

proteína portadora CRM197 purificada empleando un flujo del proceso común. En 10 

este proceso, el sacárido es disuelto, clasificado por tamaño a una masa 

molecular objetivo, químicamente activado y se intercambió tampón por 

ultrafiltración. Luego, la CRM197 purificada es conjugada con el sacárido activado 

y el conjugado resultante es purificado por ultrafiltración con anterioridad a una 

filtración de membrana de 0,2 µm final. Diversos parámetros del proceso dentro 15 

de cada paso, tales como el pH, la temperatura, y la concentración, y tiempo son 

serotipo–específicos según lo descrito en este ejemplo. 

 Paso 1:  Disolución  

El polisacárido purificado se disolvió en agua hasta una concentración de 

2 – 3 mg/mL. El polisacárido disuelto se hizo pasar a través de un homogenizador 20 

mecánico con presión previamente fijada de 0 – 100000 kPa (0–1000 bar).  Luego 

de la reducción de tamaño, el sacárido se concentró y diafiltró con agua estéril en 

un ultrafiltro MWCO de 10 kDa. El permeado fue descartado y el retenido fue 

ajustado hasta un pH de 4,1 con un tampón de acetato sódico, concentración final 

50 mM. Para los serotipos 4 y 5, se empleó acetato sódico 100 mM a pH 5,0. Para 25 

el serotipo 4, la solución se incubó a 50° ± 2° C. La hidrólisis se detuvo por 

enfriamiento hasta 20 – 24° C.   
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 Paso 2: Reacción con Peryodato 

Se determinaron los equivalentes molares de peryodato sódico requeridos 

para la activación de sacáridos neumocócicos utilizando el contenido total de 

sacáridos. Con mezclado vigoroso, se dejó proceder la oxidación entre 3 y 20 

horas a 20 – 24°C para todos los serotipos excepto 5, 7F, y 19F para el cual la 5 

temperatura fue de 2 – 6°C. 

 Paso 3:  Ultrafiltración 

El sacárido oxidado se concentró y diafiltró con fosfato potásico 10 mM, 

pH 6,4 (acetato sódico 10 mM, pH 4,3 para el serotipo 5) en un ultrafiltro MWCO 

de 10 kDa.  El permeado se descartó y el retenido se ajustó hasta un pH de 6,3 – 10 

8,4 mediante la adición de tampón de fosfato potásico 3 M. 

 

Proceso de Conjugación 

Paso 1:  Reacción de Conjugación 

El sacárido conjugado se mezcló con proteína portadora CRM197 en una 15 

relación de carga de 0,2 – 2 a 1. La mezcla de sacárido y CRM197 combinada se 

filtró a través de un filtro de 0,2 µm.  

La reacción de conjugación fue iniciada agregando una solución de 

cianoborohidruro sódico para lograr 1,8 – 2,0 moles de cianoborohidruro sódico 

por cada mol de sacárido. La mezcla de reacción se incubó durante 48 – 120 20 

horas a 20 – 24°C (8 – 12°C para los serotipos 3, 5, 6A, 7F, 19A, y 19F). 

Paso 2:  Reacción con Borohidruro 

Al final de la incubación de la conjugación, la mezcla de reacción fue 

ajustada hasta 4 – 8°C, y un pH de 8 – 10 con ya sea tampón de bicarbonato de 

sodio 1,2 M o tampón de fosfato de potasio 3 M (excepto el serotipo 5). La 25 

reacción de conjugación se detuvo agregando la solución de borohidruro sódico 

para lograr 0,6 – 1,0 moles de borohidruro sódico por cada mol de sacárido (0 
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moles de borohidruro agregado para el serotipo 5).  La mezcla de reacción se 

incubó durante 45 – 60 minutos.   

Paso 3:  Pasos de Ultrafiltración 

La mezcla de reacción se diafiltró en un ultrafiltro MWCO de 100 kDa con 

un mínimo de 20 volúmenes de fosfato potásico 100 mM, tampón pH 8,4. El 5 

retenido del ultrafiltro de 100 kDa se diafiltró en un ultrafiltro MWCO de 300 kDa 

con un mínimo de 20 diavolúmenes de cloruro sódico 150 mM a 20 – 24°C. El 

permeado fue descartado. 

Paso 4: filtración Estéril 

El retenido de la diafiltración MWCO de 300 kDa se filtró a través de un 10 

filtro de 0,2 µm y se cargó en contenedores de vidrio de borosilicato en volúmenes 

apropiados para ensayo de liberación, controles en proceso, y formulación (salvo 

el serotipo 19F).  El conjugado de serotipo 19F se hizo pasar a través de un filtro 

de 0,2 µm en un tanque se retención y se incubó a 20 – 24°C. Después de la 

incubación, el conjugado se diafiltró en un ultrafiltro MWCO de 300 kDa con un 15 

mínimo de 20 diavolúmenes de cloruro sódico 150 mM  a 20 – 24°C.  El 

permeado se descartó, y el retenido se filtró a través de un filtro de 0,2 µm y se 

cargó en contenedores de vidrio de borosilicato en volúmenes apropiados para 

ensayos de liberación, controles en proceso y formulación. Los concentrados en 

masa finales fueron almacenados a 2 – 8°C. 20 

EJEMPLO 3: Formulación de una Vacuna de Conjugados Neumocócica 

15 valente  

Los volúmenes requeridos de concentrados en masa se calcularon en 

base al volumen de la tanda y las concentraciones de sacáridos en masa. Los 15 

conjugados combinados fueron adicionalmente diluidos hasta una concentración 25 

de adsorción objetivo mediante la adición de un tampón que contiene cloruro de 

sodio y L–histidina, pH 5,8. Después de mezclado suficiente, la mezcla se 
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esterilizó por filtración a través de una membrana de 0,2 µm. La masa formulada 

estéril se mezcló suavemente durante y después de su mezclado con fosfato de 

aluminio en masa. La vacuna formulada se almacenó a 2 – 8°C. 

En un proceso alternativo, los 15 conjugados combinados se diluyeron 

adicionalmente hasta una concentración objetivo mediante la adición de un 5 

tampón que contiene cloruro sódico y L–histidina, pH 5,8. Se agregó Polisorbato 

80 hasta una concentración final de 0,005%, a la mezcla de conjugados 

tamponada diluida con anterioridad a la esterilización por filtración. Luego de la 

esterilización por filtración, la vacuna formulada se almacenó a 2 – 8°C. 

La Tabla 1 muestra la composición final de la forma con adyuvante y sin 10 

adyuvante de PCV–15.   
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Tabla 1: Composición de Formulaciones de Vacunas de Conjugados 

Neumocócicos 15 valentes con Adyuvante y Sin Adyuvante 

 

Descripción de Ingredientes 

Formulaciones Clínicas, 

unidad/dosis de 0,5 mL 

PCV–15 

con Adyuvante 

PCV–15 sin 

adyuvante 

Ingredien-

tes 

Activos 

Antígenos de 

polisacáridos 

neumocócicos 

 

32 4 µg de 

polisacárido total 

(2 4 µg de cada 

uno de los 

siguientes 

serotipos de 

polisacáridos 1, 

3, 4, 5, 6A, 7F, 

9V, 14, 18C, 19A, 

19F, 22F, 23F, 

33F; 

4 4 µg de serotipo 

6B de 

polisacárido) 

32 4 µg de 

polisacárido 

total 

(2 4 µg de cada 

uno de los 

siguientes 

serotipos de 

polisacáridos 1, 

3, 4, 5, 6A, 7F, 

9V, 14, 18C, 

19A, 19F, 22F, 

23F, 33F; 

4 4 µg de 

polisacárido 

serotipo 6B)) 

Proteína Portadora 

CRM197 
~ 32 µg ~32 µg 

Otros 

Ingredien- 

tes 

Aluminio (µg) a 125 0 

Polisorbato–80  

(µg) 

0 2.5 

L–histidina (mM) 20 20 

Cloruro Sódico 

(mM) 

150 150 

Agua para 

Inyección 

C.S.b C.S.b 

a Cantidad de aluminio elemental en APA. b Cantidad suficiente hasta 

0,5 mL. 
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EJEMPLO 4: Estudios de Inmunogenicidad 

Los experimentos fueron diseñados para evaluar la inmunogenicidad de 

múltiples formulaciones de vacunas de conjugados neumocócicas en los modelos 

animales de monos Rhesus infantes (IRM, según las siglas en inglés) y Conejos 5 

Blancos de Nueva Zelanda (NZWR, según siglas en inglés). Los experimentos en 

monos Rhesus infantes fueron diseñados para coincidir estrechamente con la 

programación recomendada para la vacuna de conjugados neumocócicos en los 

Estados Unidos, con la serie para infantes administrada a los 2, 4 y 6 meses de 

edad. Por lo tanto, los monos Rhesus infantes fueron inmunizados comenzando a 10 

2-3 meses de edad y se les administró la vacuna en intervalos de 2 meses. La 

cuarta dosis, la cual es también parte de la programación recomendada para 

niños en Estados Unidos no fue administrada. Se emplearon conejos adultos 

(NZWR) para evaluar múltiples formulaciones de vacunas. Los estudios en NZWR 

se llevaron a cabo utilizando  dos dosis de vacuna proporcionadas en un régimen 15 

de inmunización acelerado (intervalo de 2 semanas). Para la evaluación preclínica 

de las respuestas inmunes, se administró una dosis para humano completa a 

conejos mientras que los monos infantes recibieron una mitad de dosis para 

humanos.  El razonamiento para la selección de una mitad de la dosis para 

humanos para los monos infantes fue debido a limitaciones en el volumen que se 20 

puede administrar a los monos Rhesus infantes en un único sitio intramuscular. 

Evaluación de Respuestas de IgG Serotipo-específicas 

Se desarrolló un ensayo de electroquimiluminiscencia multiplexado (ECL, 

siglas en inglés) para el uso con suero de conejo y de mono Rhesus basado en 

un ensayo en humanos utilizando tecnología de Descubrimiento de Meso escala 25 

(MSD, siglas en inglés) la cual utiliza una etiqueta SULFO–TAG™ que emite luz 

luego de estimulación electroquímica. Ver Marchese et al., 2009, Clin Vaccine 
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Immunol 16:387–96.  Utilizando un lector de placas ECL dedicado, se coloca una 

corriente eléctrica a través de los electrodos asociados a las placas dando como 

resultado una serie de reacciones eléctricamente inducidas que conducen a una 

señal luminiscente. La configuración de múltiples puntos empleada en el 

desarrollo y validación fue 10 puntos/ pocillo en un formato de placa de 96 5 

pocillos, y cada pocillo fue recubierto con 5 ng de polisacárido (Ps) neumocócico 

(Pn) por punto. Se emplearon formatos de dos placas para asegurar que los 

polisacáridos de entrecruzamiento (es decir, 6A y 6B, y 19A y 19F) eran 

analizados en placas separadas.  El formato de placa 1 contenía los serotipos 3, 

4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, y 23F mientras que el formato de placa 2 contenía los 10 

serotipos 1, 5, 6A, 7F, 19A, 22F y 33F.  Cada pocillo también contenía dos puntos 

de albúmina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) que se emplearon para 

evaluar la reactividad de fondo del ensayo (es decir, la respuesta asociada con 

suero y anticuerpo secundario rotulado en ausencia de PnPs).  El patrón del 

ensayo (89SF–2), los controles, y sueros del ensayo se diluyeron hasta niveles 15 

apropiados en solución salina tamponada con fosfato (PBS) que contenía 0,05% 

de Tween 20, 1% de BSA, 5 µg/ml de C–polisacárido (CPs), 10 µg/ml de 

polisacárido serotipo 25 (PnPs25) y 10 µg/ml de polisacárido serotipo 72 (PnPs72) 

y se incubó durante la noche a 4°C (2 hasta 8°C) o a temperatura ambiente 

durante 45 minutos. Los reactivos de anticuerpos humanos y patrones se 20 

emplearon cuando se analizaron las muestras de monos infantes mientras que 

IgG anti-conejo etiquetada con SULFO–TAG™ se empleó como el anticuerpo 

secundario cuando se analizaron muestras de suero de conejo. Cada placa 

recubierta con antígeno se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora en una 

plataforma agitadora con agente de bloqueo. Las placas se lavaron con 0,05% 25 

PBS–T y 25 µL por pocillo de los sueros de ensayo preadsorbidos y diluidos se 

agregaron e incubaron durante 45 min. a temperatura ambiente en una plataforma 
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de agitación. Las placas se lavaron con 0,05% de PBS–T y luego se agregó a 

cada pocillo anticuerpo secundario de IgG anti-humana de cabra etiquetado con 

SULFO–TAG™ MSD (para suero de mono Rhesus) y anticuerpo secundario de 

IgG anti-conejo de carba etiquetado (para suero de conejo) y se incubó durante 1 

hora a temperatura ambiente en una plataforma de agitación. Las placas se 5 

lavaron con 0,05% PBS–T y 150µL de Tampón de Lectura MSD–T 4X (con 

surfactante) diluido 1:4 en agua agregado a cada pocillo. Las placas se leyeron 

utilizando un MSD Sector Imager Modelo No. 2400 o 6000.  Para estudios en 

conejos, los resultados son presentados como títulos medios geométricos (GMTs 

(por sus siglas en inglés)) o relaciones de GMTs. Para estudios en monos Rhesus 10 

infantes, los resultados fueron expresados como concentraciones medias 

geométricas leídas de una curva estándar empleando las concentraciones de IgG 

específica para el serotipo asignadas al patrón de referencia humano (89 SF–2). 

Evaluación de Respuestas Funcionales (Opsonofagocíticas) 

Se analizaron muestras del estudio 2 de monos Rhesus infantes en un 15 

ensayo MOPA 4-plexado (MOPA–4). Ver Burton et al., 2006, Clin Vaccine 

Immunol 13:1004–9.  El ensayo emplea cepas bacterianas seleccionadas para ser 

resistentes a uno de 4 antibióticos de modo que la primera parte del ensayo 

(opsonización y captación en células HL-60 diferenciadas) puede realizarse con 

hasta 4 serotipos a la vez. La lectura para la matanza bacteriana se realiza en 20 

paralelo en presencia de cada uno de los 4 antibióticos a los cuales las cepas 

correspondientes son resistentes a fin de determinar títulos de matanza para cada 

serotipo específico. Los resultados son expresados como la dilución recíproca a la 

cual se observa 50% de matanza (luego de la interpolación). 
 25 

Metodología Estadística para Estudios Preclínicos 

Ambos modelos animales tienen limitaciones relacionadas con el tamaño 

de la muestra. En general, 8 monos infantes u 8 conejos se emplearon por cada 
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brazo del estudio. Con 8 animales por brazo, una diferencia en veces crítica en 

título medio geométrico entre los brazos del tratamiento de 2,5 veces era 

considerada como un umbral de respuesta significativo. La diferencia de 2,5 

veces se determinó en base a la presunción de que para cada serotipo, la 

desviación estándar de los títulos log transformados naturales dentro de un brazo 5 

de tratamiento es ln(2).  Dejando iY denotar la media de los títulos transformados 

ln en el brazo del tratamiento ith, ni la cantidad de animales dentro del brazo de 

tratamiento ith, σi
2 la varianza conocida de los títulos transformados ln entre 

animales dentro del brazo de tratamiento ith, y estableciendo ni = 8 y σi
2 = (ln(2))2 

para todos i, luego el valor de 2,5 se obtiene resolviendo para kj YY
e

−  donde 10 
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, y Z0.995 denota la inversa de la distribución 

acumulativa normal estándar, con una probabilidad de 0,995 (es decir, Z0.995 = 

2,576). Nótese que el valor calculado de 2,44 es redondeado a 2,5 ya que 2,5 

también proporciona un recíproco conveniente en 0,4. 15 

Respuesta de IgG específica del Serotipo de Monos Rhesus Infantes 

(IRMs) a PCV–15 

Se llevó a cabo un estudio de inmunogenicidad piloto (IRM–1) para 

determinar si los monos rhesus infantes (IRMs (por sus siglas en inglés)) serían 

un buen modelo en el cual evaluar vacunas de conjugados de Pn polisacárido 20 

CRM197. La meta principal del experimento consistió en determinar si IRMs (como 

los infantes humanos) serían no respondedores a Pn polisacáridos libres pero 

responderían bien a las vacunas de conjugados. Se inyectaron grupos de 5 IRMs 

comenzando a los 2–3 meses de edad con Pn polisacárido, , Prevnar® o PCV–15.  

Se administraron tres dosis de vacuna intramuscularmente (IM) en intervalos de 2 25 

meses, y se midieron las respuestas de IgG específica del serotipo con 
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anterioridad a la primera dosis y a una post-dosis 2 a 1 mes y a una post-dosis 3 a 

1 mes utilizando un ensayo de electroquimioluminiscencia (ECL) de multiarreglos 

(datos no mostrados). 

Los resultados indicaron que IRMs respondieron pobremente, si 

respondieron de alguna manera, a Pn polisacárido libre pero respondieron muy 5 

bien a las vacunas de conjugados. Los resultados indicaron que la inducción de 

una respuesta de IgG a Pn polisacáridos en monos Rhesus infantes dependía de 

la conjugación de los polisacáridos a una proteína portadora y, por lo tanto, era 

una respuesta dependiente de células T clásica. Por consiguiente, el modelo de 

IRM se determinó que era adecuado para evaluar formulaciones de PCV–15. 10 

Se llevó a cabo un segundo estudio (IRM–2) para evaluar una formulación 

de PCV–15 utilizando un proceso de conjugación en masa que minimizó 

polisacárido libre (no conjugado) y CRM197 no conjugado. La Figura 1 muestra las 

respuestas de IgG postdosis 2 (PD–2) y postdosis 3 (PD–3) a PCV–15 versus 

Prevnar® para los 7 serotipos contenidos en Prevnar® (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 15 

23F).  Las respuestas de PD–2 a PCV–15 eran equivalentes o ligeramente 

inferiores a las respuestas correspondientes a Prevnar® mientras que las 

respuestas de PD–3 a PCV–15 eran de algún modo superiores a aquellas 

activadas por Prevnar® para casi todos los serotipos. 

Las respuestas de IRM a los serotipos no Prevnar en PCV–15 se 20 

muestran en la Figura 2.  Las respuestas PD–2 a los serotipos no Prevnar en 

PCV–15 eran todas al menos 10 veces superiores que las concentraciones de 

IgG de punto de partida (pre-vacunación), y los títulos continuaron elevándose a 

PD–3. 

Los resultados indican que las respuestas de anticuerpos a PCV–15 y 25 

Prevnar® eran comparables para los 7 serotipos comunes y que las respuestas 
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post-vacunación a PCV–15 eran > 10 veces superiores al punto de partida para 

los 8 serotipos agregados. 

Respuesta Inmune Funcional (Opsonofagocítica) de IRMs a PCV–15 

A fin de determinar si PCV–15 inducía respuestas de anticuerpos 

funcionales en monos infantes, se llevó a cabo un ensayo de matanza 5 

opsonofagocítica (OPA) en sueros de IRM–2.  Las respuestas pre–vacunación, 

PD–2, y PD–3 a PCV–15 y Prevnar® se muestran en la Tabla 2.  Los resultados 

mostrados son los GMTs de muestras séricas de 7–8 monos por cada punto en el 

tiempo ensayado por duplicado. También se muestra el porcentaje de 

respondedores (es decir, aquellos con títulos OPA ≥ 8) en el punto en el tiempo 10 

PD–3.  PCV–15 indujo un GMT de PD-2 elevado para todos los serotipos excepto 

para los tipos 1 y 33F. Después de 3 dosis de vacuna, PCV–15 indujo GMTs de 

OPA elevados a cada serotipo y un índice de respuesta OPA del 100% para todos 

los 15 serotipos contenidos en la vacuna. Nótese que, PCV–15 también indujo 

una buena respuesta de OPA reactiva en forma cruzada al serotipo 6C, que no 15 

está en la vacuna.  Prevnar® indujo títulos de OPA elevados y un índice de 

respuesta del 100% para todos los serotipos contenidos en esa vacuna, pero 

indujo solamente una respuesta débil reactiva en forma cruzada a los serotipos 

6A y 6C en una fracción de monos.  
20 
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Tabla 2: GTMs de OPA Específicos del Serotipo en Monos Rhesus Infantes 
después de Vacunación con PCV–15 o Prevnar® 

(Título medios geométricos Pre–vacunación, PD–2, y PD–3 y porcentaje de 5 

respondedores PD-3 con un título ≥8) 

 
 Prevnar PCV–15 

Sero-tipo  Pre  PD–2  PD–3  

Respon-
dedores PD–

3  
(títulos ≥ 8)  Pre  PD–2  PD–3  

Respon-
dedores PD–

3 (títulos ≥ 
8)  

1 
n.d

.  n.d.  n.d.  n.d.  4 65 340 100% 

3 
n.d

.  n.d.  n.d.  n.d.  5 1442 1548 100% 
4 4 11459 5004 100% 4 5280 3453 100% 
5 4 4 4 0% 4 1879 1719 100% 

6A  4 21 113 57% 4 1188 7807 100% 
6B  8 8294 6043 100% 4 2477 9601 100% 
6C  4 11 16 29% 4 1038 5134 100% 

7F  4 4 71 43% 4 7541 10092 100% 
9V  4 1779 748 100% 4 625 1297 100% 
14 8 12395 7782 100% 4 11366 9891 100% 

18C  4 5571 1718 100% 4 1934 1701 100% 
19A  4 15 4 0% 4 2210 1895 100% 
19F  4 1365 432 100% 4 2555 4021 100% 

22F  
n.d

.  n.d.  n.d.  n.d.  4 2489 7298 100% 
23F  4 1789 2126 100% 4 3093 2465 100% 

33F  
n.d

.  n.d.  n.d.  n.d.  4 14 11548 100% 
Nota: Los serotipos contenidos en Prevnar están en negrita. Los resultados para 
el serotipo 6C se muestran en cursiva puesto que ese serotipo no está contenido 
en PCV–15. 
n.d. no determinado 

 

Evaluación de Formulaciones de PCV–15 en Conejos Blancos de Nueva 

Zelanda 10 

Las formulaciones de PCV–15 se evaluaron en 4 estudios en Conejos 

Blancos de Nueva Zelanda (NZWRs) adultos utilizando un régimen de 

inmunización comprimido en el cual los conejos recibieron una dosis para 
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humanos completa de vacuna en el día 0 y en el día 14, y se recolectó suero en el 

día 0, 14 y 28 para análisis. Todos los estudios se compararon con la referencia 

Prevnar®, y se resumieron en la Tabla 3 (Experimentos con NZWR 1–4).    

Los resultados se muestran en la Tabla 3 para respuestas post-dosis 2 de 

conejos blancos de Nueva Zelanda expresados como una relación de las 5 

respuestas de IgG medias geométricas a PCV–15 de Merck con respecto a 

Prevnar® para los serotipos en común entre las vacunas.   
 

Tabla 3 
 10 

Relaciones de Respuestas de IgG Post-dosis 2 (PCV–15:Prevnar™) de 
Formulaciones de PCV–15 y Plomo  Analizadas en NZWR 

 

Serotipo NZWR–1 NZWR–2 NZWR–3 NZWR–4 

4 0,70 0,59 0,63 1,06 

6B 1,35 0,49 1,53 0,45 

9V 2,07 1,79 1,70 1,31 

14 2,37 0,58 2,32 2,55 

18C 0,87 0,6 0,52 0,27 

19F 0,66 0,76 2,70 1,25 

23F 0,36 0,30 1,22 0,41 

 

Las respuestas de IgG específicas del serotipo estaban generalmente 15 

dentro de 2,5 veces de las respuestas correspondientes a Prevnar®. Una 

excepción era el serotipo (23F), el cual era > 2,5 veces inferior a aquella a 

Prevnar® en 2 de 4 experimentos. La elevación en veces en los niveles de 

anticuerpos a los serotipos no Prevnar® desde Día 0 hasta Día 28 (Post–dosis 2, 

PD–2) se resumen en la Tabla 4. 20 
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Tabla 4 

 
Elevación en cantidad de veces (Post–dosis 2:Pre–dosis 1) en Respuestas de IgG 

a Serotipos No Prevnar™ de Formulaciones PCV–15 y Plomo Analizadas en 5 

NZWR 

 

Serotipo NZWR–1 NZWR–2 NZWR–3 NZWR–4 

1 14,9 30,5 55,1 59,9 

3 33,6 16,2 61,5 28,5 

5 12,8 70,2 112,0 134,0 

6A 21,3 77,8 143,0 123,0 

7F 42,0 83,8 194,0 108,0 

19A 40,5 79,1 450,0 314,0 

22F 45,7 87,8 243,0 135,0 

33F 21,7 47,9 98,8 69,4 
 

Efecto de Dosis de Vacuna de Conjugados de Polisacáridos sobre la 

Inmunogenicidad en NZWRs 10 

La inmunogenicidad de una dosis aumentada (dosis doble, 2x) de 

conjugados de polisacáridos fue también evaluada para todos los serotipos 

contenidos en PCV–15 en comparación con la dosis planeada para un ser 

humano (1x) de la vacuna. Para la formulación de conjugados de polisacáridos 

2x, la concentración de APA fue aumentada hasta 1,5x a fin de asegurar que la 15 

mayoría del conjugado estar unido al adyuvante de aluminio. Como se muestra en 

la Tabla 5, no parecía haber un beneficio significativo en el aumento de la 

cantidad de conjugado – polisacárido en la vacuna. Las diferencias a través de 

todos los serotipos estaban dentro de 2 veces, y la relación en cantidad de veces 

media geométrica (1x PCV–15/2X PCV–15 +1.5X APA) era 1,1.  20 
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Tabla 5 

 
Títulos de IgG Medios Geométricos Post-dosis (95% intervalos de confianza) con 

Prevnar®, 1x dosis para humanos de PCV–15* o 2x Dosis para Humanos de PCV–5 

15† en NZWR  

 

  Brazo de Tratamiento  

Diferencia 

en 

Cantidad 

de Veces 

Serotipo 

Prevnar™ 

(n=8) 

 

1x PCV–15 

(n=8) 

 

2x PCV–15 

(n=8)   

Relación 

de  

2x PCV–

15/1x 

PCV–15 

4 736,400 436,000 472,100  1.1 

 

(483200, 

1122400) 

(199700, 

951700) 

(246800, 

902900)   

6B 363,600 176,500 196,900  1.1 

 

(205000, 

644800) 

(72800, 

427800) 

(85900, 

451400)   

9V 298,200 534,700 580,600  1.1 

 

(173800, 

511700) 

(362800, 

788100) 

(366300, 

920200)   

14 345,200 198,900 273,600  1.4 

 

(200200, 

595000) 

(94500, 

418700) 

(229500, 

326100)   

18C 954,500 573,000 455,900  0.8 

 

(815700, 

1116800) 

(396900, 

827400) 

(245100, 

848000)   

19F 720,100 548,000 544,300  1.0 

 

(475700, 

1090200) 

(367700, 

816800) 

(269000, 

1101400)   

23F 816,300 246,200 188,500  0.8 

 

(565100, 

1179100) 

(117200, 

517100) 

(78100, 

454800)   

1 5,300 91,500 72,200  0.8 
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 (3100, 9200) 

(62600, 

133600) 

(46700, 

111600)   

3 12,000 32,300 23,600  0.7 

 (8600, 16800) 

(19600, 

53000) (14100, 39400)   

5 5,700 245,600 224,600  0.9 

 (4100, 7900) 

(114200, 

528200) 

(136700, 

369100)   

6A 525,900 186,700 251,800  1.3 

 

(275000, 

1005600) 

(71300, 

488600) 

(102300, 

620100)   

7F 4,600 326,900 212,200  0.6 

 (4000, 5200) 

(238000, 

449000) 

(134200, 

335500)   

19A 432,800 260,900 276,100  1.1 

 

(237800, 

787800) 

(145500, 

468000) 

(153200, 

497600)   

22F 6,000 359,800 345,300  1.0 

 (4400, 8100) 

(239000, 

541700) 

(221200, 

539000)   

33F 6,600 177,400 138,500  0.8 

  (4700, 9300) 

(118300, 

266200) 

(68300, 

280900)     

*Formulado con 1x adyuvante de aluminio (APA) 
† Formulado con 1,5x de APA 

 

Efecto de Adyuvante de Aluminio sobre la Inmunogenicidad de PCV–15 

en NZWRs 5 

El impacto del adyuvante de aluminio (APA) sobre las respuestas de 

anticuerpos se evaluó en un estudio en conejos.  PCV–15 formulada con la dosis 

para humanos planeada de APA (PCV–15 1x APA), con el doble de la dosis para 

humano planeada de APA (PCV–15 2x APA), y sin adyuvante de aluminio alguno 

(PCV–15 0x APA), se analizaron. Un grupo de Prevnar® también fue incluido en el 10 

estudio.   
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Los resultados PD–2 indicaron que el duplicar la concentración de APA 

tuvo poco impacto sobre la respuesta de IgG específica para el serotipo a PCV–

15.  La diferencia en cantidad de veces en título (1x APA/2x APA) osciló entre 0,6 

(serotipo 6B) y 2,3 (serotipo 22F) y la relación de cantidad de veces media 

geométrica a través de los 15 serotipos fue 1,1.  En ausencia del adyuvante de 5 

aluminio, los títulos de anticuerpos parecían ser inferiores para muchos de los 

serotipos relacionados con PCV–15 con 1x APA.  La diferencia en cantidad de 

veces en la titulación (1x/0x) osciló entre 0,5 (serotipo 5) y 2,9 (serotipo 23F) y la 

relación en cantidades de veces de la media geométrica a través de los 15 

serotipos fue 1,4.  En general, parece no haber una ventaja genuina en el 10 

aumento al doble del nivel de adyuvante de aluminio y parece haber una 

desventaja en la eliminación del adyuvante (Tabla 6) en este modelo animal. 

Los resultados PD–2 indicaron que había una disminución en los títulos 

de anticuerpos para muchos de los serotipos en el brazo que no contenía 

Adyuvante de fosfato de Aluminio (APA, por sus siglas en inglés) cuando se 15 

comparó con PCV–15 que contenía APA (Figura 3) lo cual indica un requerimiento 

de la inclusión de un adyuvante de aluminio para una óptima inmunogenicidad de 

PCV–15 en conejos. Por añadidura, no se encontró beneficio alguno cuando se 

incluyó el doble de la cantidad de APA en la vacuna (datos no mostrados). 
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Tabla 6 
 

Títulos de IgG Medios Geométricos Post-Dosis 2 (95% intervalos de confianza) de PCV–15 Formulada con 1x, 2x o 0x 
Adyuvante de Aluminio (APA) en NZWR 

  5 

  Brazo del Tratamiento  

Diferencia en 

Cantidad de 

Veces Con 

Relación a 

PCV–15 (1x 

APA) 

Sero 

Prevnar™ 

(n=8) 

PCV–15 

1x APA 

(n=8) 

PCV–15 

2x APA 

(n=8) 

PCV–15 

0x APA 

(n=6)   

1x/2x 

 APA 

 1x/0x 

 APA 

4 380,700 268,400 196,200 404,600  1.4 0.7 

 

(226100, 

641000) 

(205100, 

351200) 

(84000, 

458800) 

(105500, 

1550700)    

6B 105,900 143,300 236,200 93,800  0.6 1.5 

 

(59800, 

187400) 

(90700, 

226300) 

(102000, 

547100) 

(46300, 

189700)    

9V 271,600 562,000 595,600 569,200  0.9 1.0 

 

(177400, 

415700) 

(382700, 

825400) 

(390200, 

908900) 

(239900,1350

500)    

14 142,500 337,600 453,000 167,600  0.7 2.0 
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(75200, 

269700) 

(174000, 

654900) 

(237400, 

864400) 

(65100, 

431700)    

18C 323,000 282,200 248,700 175,200  1.1 1.6 

 

(250400, 

416500) 

(210400, 

378500) 

(193900, 

319000) 

(91800, 

334000)    

19F 302,500 199,800 243,400 127,700  0.8 1.6 

 

(232700, 

393200) 

(132200, 

302100) 

(87600, 

676600) 

(35100, 

463700)    

23F 328,200 117,200 77,600 40,200  1.5 2.9 

 

(178200, 

604300) 

(60300, 

227700) 

(31300, 

192300) 

(10100, 

160900)    

1 5,600 91,700 67,800 53,300  1.4 1.7 

 (4400, 7200) 

(46800, 

179800) 

(38900, 

118100) 

(14800, 

191600)    

3 6,300 156,100 155,700 104,000  1.0 1.5 

 (4800, 8100) 

(104800, 

232500) 

(75300, 

322200) 

(45000, 

240000)    

5 4,800 81,700 60,700 176,100  1.3 0.5 

 (4000, 5700) 

(50800, 

131300) 

(29100, 

126400) 

(72100, 

430300)    

6A 84,500 163,600 226,800 99,300  0.7 1.6 

 (50300, (114000, (92500, (48800,    
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141900) 234900) 556200) 202000) 

7F 5,200 216,800 282,100 212,200  0.8 1.0 

 (3300, 8400) 

(141500, 

332000) 

(158200, 

503200) 

(64200, 

701900)    

19A 95,100 238,300 207,400 125,700  1.1 1.9 

 

(54300, 

166700) 

(161000, 

352700) 

(69800, 

615900) 

(34000, 

465100)    

22F 6,500 348,900 149,400 336,800  2.3 1.0 

 (4900, 8500) 

(267200, 

455500) 

(90100, 

247600) 

(184200, 

615700)    

33F 7,100 235,600 163,600 222,000  1.4 1.1 

  (5000, 10100) 

(106500, 

521300) 

(92700, 

288800) 

(125100, 

393800)       
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Discusión y Conclusiones 

Los datos preclínicos demuestran que una formulación de PCV–15 

(formulada en APA) es altamente inmunógena en dos especies (monos Rhesus 

infantes y conejos). Las respuestas específicas para el serotipo a PCV–15 eran 5 

comparables con aquellas producidas por Prevnar® para los 7 serotipos en común 

entre las vacunas. Para los 8 serotipos nuevos en PCV–15, había una fuerte 

respuesta producida en monos Rhesus infantes así como también en conejos, 

con una elevación de ≥10 veces en respuestas de IgG para todos los serotipos 

después de 2 dosis de vacuna en ambas especies. Los experimentos con rangos 10 

de dosis limitados indicaron que un aumento de 2 veces en la cantidad de 

conjugados de polisacáridos no dio como resultado una respuesta de anticuerpos 

aumentada. Similarmente, un aumento del doble en la concentración de 

adyuvante de aluminio no pareció mejorar significativamente el perfil de 

inmunogenicidad de PCV–15. Sin embargo, la eliminación del adyuvante dio 15 

como resultado respuestas inferiores a algunos serotipos lo cual sugiere la 

potencial necesidad de un adyuvante en seres humanos. Las respuestas de 

anticuerpos funcionales (OPA) fueron producidas por PCV–15 a todos los 15 

serotipos en la vacuna así como también al Serotipo 6C, el cual no es un 

componente de PCV–15.   20 

 

 

 

 

25 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición inmunógena que comprende: 

(1) una mezcla de conjugados de polisacáridos – proteína multivalente 

que consiste en polisacáridos capsulares de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 

9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, y 33F de Streptococcus pneumoniae 5 

conjugados a una proteína portadora; y  

(2) un portador farmacéuticamente aceptable.  

2. La composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 1, donde 

la proteína portadora es CRM197. 

3. La composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 1, la cual 10 

comprende además un adyuvante. 

4. La composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 3, donde 

el adyuvante es un adyuvante a base de aluminio. 

5. La composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 4, donde 

el adyuvante se selecciona del grupo formado por fosfato de aluminio, sulfato de 15 

aluminio e hidróxido de aluminio. 

6. La composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 5, donde 

el adyuvante es fosfato de aluminio. 

7. Un método para inducir una respuesta inmune a un polisacárido 

capsular de Streptococcus pneumoniae, que comprende administrar a un humano 20 

una cantidad inmunológicamente eficaz de la composición inmunógena de 

acuerdo con la reivindicación 1. 

8. El método de acuerdo con la reivindicación 7, donde la composición 

inmunógena administrada es una dosis única de 0,5 mL formulada para contener: 

2 µg de cada sacárido, excepto por 6B a 4 µg; alrededor de 32 µg de proteína 25 

portadora CRM197; 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental (0,5 mg de 

fosfato de aluminio); cloruro sódico 150 mM y tampón de L-histidina 20 mM.   
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RESUMEN DE LA DESCRIPCIÓN 

La presente invención provee una composición inmunógena multivalente 

que tiene 15 conjugados de polisacáridos- proteína distintos. Cada conjugado 

consiste en un polisacárido capsular preparado a partir de un serotipo diferente de 

Streptococcus pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 5 

23F o 33F) conjugado a una proteína portadora, preferentemente CRM197. La 

composición inmunógena, preferentemente formulada como una vacuna sobre un 

adyuvante a base de aluminio, proporciona una amplia cobertura contra la 

enfermedad neumocócica, particularmente en infantes y niños pequeños.      

 10 

 

 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 






