






















MÉTODOS PARA MEJORAR LA ADSORCIÓN DE CONJUGADOS DE 

POLISACÁRIDO-PROTEÍNA Y UNA FORMULACIÓN DE VACUNA 

MULTIVALENTE OBTENIDA CON LOS MISMOS. 

Antecedentes de la invención 

Streptococcus pneumoniae es una de las principales causas de 

pneumonía, meningitis y sepsis causadas por bacterias en niños. Las 

estimaciones recientes de muertes infantiles causados por S pneumoniae 

varían en un rango de 0,7-1,0 millones por año en todo el mundo. En el año 

2000, se estimó que se produjeron aproximadamente 14,5 millones de 

episodios de enfermedad neumocóccica severa (un rango indefinido de 11,1-

18,0 millones). La enfermedad neumocóccica causó aproximadamente 0,826 

millones de muertes (0,58-0,926 M) en niños de 1-59 meses de edad, de los 

cuales 0,091 millones (0,063-0,1 M) eran niños VIH-positivos y 0,735 millones 

(0,51-0,82 M) eran VIH-negativos. 

Las vacunas antineumocóccicas de polisacáridos multivalentes 

autorizadas con licencia por muchos años han demostrado ser valiosas en la 

prevención de la enfermedad neumocóccica en adultos, en particular, en las 

personas de edad avanzada y en aquellos de alto riesgo. Sin embargo, los 

lactantes y niños jóvenes responden pobremente a los polisacáridos 

neumocóccicas no conjugados. La vacuna antineumocóccica conjugada, 

Prevnar®, que contiene los 7 serotipos aislados con mayor frecuencia (4, 6B, 

9V, 14, 18C, 19F y 23F) que causaban una enfermedad neumocóccica invasiva 

en niños jóvenes y lactantes en ese momento, fue autorizada en los EEUU en 

el mes de febrero, 2000. 

Además, PrevnarTM 13 (Wyeth) es una vacuna aprobada que contiene 
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conjugados de polisacáridos de los serotipos 6A, 6B, 19A, 19F además de 1, 3, 

4, 5, 7F, 9V, 14, 18C y 23F. SynflorixTM (GSK) es otra vacuna aprobada que 

proporciona protección contra 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F, así como 

una protección cruzada contra 19A y 6A. 

En general, las formulaciones de vacuna deben ser estables y de 

consistencia uniforme como para satisfacer la necesidad de una vida útil 

prolongada y el uso de recipientes de múltiples dosis. Las vacunas basadas en 

proteínas, que incluyen conjugados de polisacárido-proteína, son objeto de 

agregación y precipitación de proteínas lo cual puede resultar en una 

concentración eficaz total más baja de la vacuna debido a la falta de 

disponibilidad del producto proteico precipitado. En particular, las vacunas 

conjugadas de polisacáridos-proteínas parecen tener una tendencia más fuerte 

a agregarse que la proteína transportadora sola (Véase Berti et al, 2004, 

Biophys J 86: 3-9). La elección de la formulación para una vacuna conjugada 

de polisacáridos-proteínas puede afectar considerablemente la agregación de 

lcomo proteínas. Véase Ho et al., 2001, Vaccine 19: 716-725. 

A pesar del desarrollo existente de varias composiciones de vacunas 

antineumocóccicas multivalentes conjugadas de polisacáridos-proteínas en 

todo el mundo, existe una necesidad continua en el arte de formulaciones de 

vacuna que proporcionen una gran adsorción de conjugados individuales y sin 

agregación/precipitación de composiciones inmunogénicas que tengan 

conjugados de polisacárido-proteína. 

Los adyuvantes usados tradicionalmente en dichas vacunas 

antineumocóccicas multivalentes han comprendido sales de aluminio, tal como 

hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio. Se conocen muchos otros 
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adyuvantes experimentales, sin embargo la adsorción a las sales de aluminio 

continúa siendo la formulación de adyuvante de vacuna más común. Aunque 

su uso está muy extendido, las sales de aluminio no siempre serán compatibles 

con antígenos particulares, resultando así en variaciones significativas con 

respecto al porcentaje de adsorción del conjugado de polisacárido-proteína 

sobre alúmina o la antigenicidad.  

Las propiedades inmunológicas y la estabilidad de la vacuna conjugada 

candidato adsorbida sobre los adyuvantes de aluminio depende de varios 

parámetros como i) la antigenicidad de cada antígeno, ii) el tipo de proteína 

transportadora usada para la conjugación y iii) el tipo de adyuvante usado. Más 

importante aún, se ha informado con anterioridad que el grado de adsorción del 

antígeno sobre el adyuvante es uno de los parámetros clave para demostrar la 

consistencia entre lotes del proceso de formulación y su posible impacto sobre 

la eficacia del producto de vacuna. Además, el porcentaje de adsorción de los 

conjugados de polisacárido-proteína puede caer aún más con el 

almacenamiento de la formulación o bajo situaciones adversas tales como las 

amplitudes de temperatura. Véase, 54th Meeting of the WHO Expert Committee 

on Biological Standardization, Recommendations for the production & control of 

Pneumococcal conjugate vaccines, 17-21 de noviembre, 2003; Carl E. Frasch, 

Session IV: Conjugate Vaccines; Vaccine Technology II; Portugal; 2008.   

Según los lineamientos de la Agencia Reguladora Europea (EMEA) para 

los conjugados de polisacárido-proteína neumocóccicos, la completitud de 

adsorción (% de conjugado no unido) debería considerarse como un parámetro 

de control de calidad crucial junto con el contenido de alúmina, esterilidad, 

identidad y el contenido de polisacáridos libres. Véase, Assessment Report for 
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Synflorix 2009, N° Procedimiento EMEA/H/C/000973. La OMS recomienda 

maximizar la adsorción para los antígenos precipitados por alúmina (por 

ejemplo, el toxoide de la difteria y del tétano) en donde por lo menos se 

adsorberá un 80% de los antígenos en estas vacunas. 

Durante la elaboración del conjugado de polisacárido-proteína, la 

formulación puede comprender agregados de tipo polisacárido-polisacárido, 

tipo proteína-proteína o tipo polisacárido-proteína. Dichas agregaciones 

también se observan en el producto terminado lo cual conduce al rechazo de 

entre un 4% y 10% de los viales rellenos de vacunas con conjugados de 

polisacárido-proteína, afectando de esa manera la estabilidad y la eficacia de la 

vacuna conjugada. 

Dadas las limitaciones descritas previamente con respecto a la 

agregación y la estabilidad del polisacárido y su conjugado, persiste una 

necesidad distintiva de reducir la agregación y estabilización de dicho 

polisacárido en el procesamiento corriente abajo hasta la etapa de formulación 

final de la elaboración de vacunas antineumocóccicas conjugadas. 

Resumen de la invención: 

La invención provee mejoras en la estabilidad de vacunas que incluyen 

sales de aluminio, y en particular métodos para minimizar la agregación y 

mejorar el porcentaje de adsorción de conjugados individuales en vacunas 

antineumocóccicas conjugadas de polisacáridos-proteínas multivalentes. Los 

inventores de la presente invención han observado que la adsorción combinada 

de conjugados de polisacárido-proteína y el uso de una relación de polisacárido 

a proteína mayor que 1:1 da como resultado i) un porcentaje de adsorción 

menor que un 55% para los conjugados de S. pneumoniae de los serotipos 6A, 
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9V y 23F y ii) un porcentaje de adsorción de entre aproximadamente 80% y 

90% para los conjugados de los serotipos remanentes, lo cual impide una 

adsorción completa de un conjugado de un serotipo individual para una 

formulación de conjugado neumocóccica multivalente dada. También se 

observó que la formulación de vacuna preparada usando un pH de entre 6,8 y 

7,0 daba como resultado una agregación de entre aproximadamente 4 y 10% y 

una menor adsorción. 

La presente invención se relaciona con un método para la preparación 

de una formulación de vacuna antineumocóccica conjugada de polisacáridos-

proteínas multivalente estable, que presenta una adsorción óptima de entre 75 

y 99% para cada conjugado, en donde, en dicho método, se previene la 

agregación mediante el empleo de al menos uno de: 

a.  Una adsorción individual o separada para los conjugados que de 

lo contrario muestran una adsorción menor relativa por una adsorción 

combinada; 

b. Un sistema amortiguador de histidina-ácido succínico junto con un 

cambio en el pH de pH neutro a pH ácido; 

c. Una relación de polisacárido a proteína de entre 0,6 y 

aproximadamente 1,4; y/o 

d. El uso de un impulsor de turbina tipo Rushton de seis hojas en el 

recipiente de formulación. 

La presente invención también divulga un método para preparar 

conjugados de polisacárido-proteína con una inmunogenicidad mejorada y un 

menor contenido de polisacáridos libres para polisacáridos de Streptococcus 

pneumoniae que contienen un enlace fosfodiéster, en particular 19A, 19F, 6A y 
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6B. Dicho proceso de conjugación minimiza la degradación mediada por 

productos secundarios de agentes de cianilación de polisacáridos reducidos e 

impide la subsiguiente agregación polisacárido-polisacárido estabilizando de 

esa manera los polisacáridos lábiles. Una clave de una agregación reducida 

puede atribuirse al uso de un polisacárido reducido en el rango de 100-200 

KDa, y una relación de polisacárido a CDAP (agente de cianilación) en el rango 

de (1):(0,8-1). 

La composición inmunogénica preparada según la presente invención 

provee una agregación reducida entre conjugados de polisacárido-polisacárido 

y polisacárido-proteína junto con una estabilidad e inmunogenicidad mejoradas. 

Figuras: 

Figura 1: Perfil de SEC-HP-RI del 19A PnPs reducido (178 KDa) antes 

del tratamiento con DMAP 

Figura 2: Perfil de SEC-HP-RI del 19A PnPs reducido (70 KDa) después 

de 24 h (A) y perfiles de degradación por el tratamiento con DMAP de 14,5 KDa 

después de 72 h (B) 

Figura 3: Perfiles de SEC-HP-RI del 19A PnPs reducido (178 KDa; A) y 

agregación dependiente del tiempo de polisacáridos activados mediada por 

CDAP (5B, 5C y 5D), 5E (conjugados sin DF de 10 KDa), 5F (conjugado con 

DF de 10 KDa), 19A activado por 5G-19A reducido/5H (Ps modificado: relación 

de CDAP de 1:1 para 19A) con un método de conjugación que no emplea un 

paso de diafiltración de 10 KDa. 

Figura 4: Perfiles de SEC-HP-RI del 19F PnPs reducido (157 KDa; A) y 

agregación dependiente del tiempo de polisacáridos activados mediados por 

CDAP (B), 6C/6D (Ps modificados: relación de CDAP de 1:1 para 19F) con un 
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método de conjugación que no emplea un paso de diafiltración de 10 KDa 

Figura 5: Impulsor de hojas planas de una turbina tipo Rushton de seis 

hojas 

Figura 6: Protocolo de adsorción 

Descripción detallada: 

Un objeto de la invención consiste en proveer mejoras en la estabilidad 

de vacunas que incluyen sales de aluminio y, en particular, métodos para 

minimizar la agregación y mejorar el porcentaje de adsorción de conjugados 

individuales en vacunas antineumocóccicas conjugadas con polisacárido-

proteína multivalentes. Los inventores de la presente invención han observado 

que la adsorción combinada de conjugados de polisacárido-proteína y el uso de 

una relación de polisacárido a proteína mayor que 1:1 da como resultado i) un 

porcentaje de adsorción menor que un 55% para los conjugados de S. 

pneumoniae de los serotipos 6A, 9V y 23F y ii) un porcentaje de adsorción de 

entre aproximadamente 80% y 90% para los conjugados de los serotipos 

remanentes, lo cual impide una adsorción completa de un conjugado de un 

serotipo individual para una formulación de conjugado neumocóccico 

multivalente dada. También se observó que la formulación de vacuna 

preparada usando un pH de entre 6,8 y 7,0 daba como resultado una 

agregación de entre aproximadamente 4 y 10% y una menor adsorción. 

El polisacárido se cultivó usando el método descrito en la Patente 

WO2013088448A1, en donde dicho método comprende (a) proveer un inóculo 

de una cepa bacteriana que expresa el CP; (b) cultivar la cepa por 

fermentación a pH 7,2, en donde la velocidad de de adición del medio de 

alimentación es equivalente a la velocidad de adición de la mezcla alcalina para 
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mantener un pH predefinida; c) fermentar el medio de cultivo a 35-38 oC bajo 

agitación a 50-150 RPM con una velocidad de flujo de aire de 0,1-0,5 vvm. 

El polisacárido se purificó mediante el proceso descrito en la Patente 

WO2012127485. Los Pn-Ps preparados mediante el proceso de la presente 

muestran una recuperación de entre aproximadamente 60 y 70%, en donde la 

reducción de la contaminación del polisacárido C es de 1 a 5 veces en 

comparación con el contenido de C-Ps según la cromatografía de interacción 

posthidrofóbica (HIC) o la cromatografía de intercambio preiónico (IEC), la 

contaminación proteica es menor que 1% y la contaminación por ácidos 

nucleicos es menor que un 1%. Dicho proceso se ha llevado a cabo a escala 

de investigación, piloto y comercial.  

Este proceso permite purificar polisacáridos con un consumo de tiempo 

80-90% menor y un costo 90% menor en comparación con los métodos 

basados en CTAB/alcohol. 

De acuerdo con una forma de realización importante de la presente 

invención, se puede obtener un porcentaje de adsorción mejorado de entre 75 

y 95% para los conjugados de S. pneumoniae mediante i) el uso de una 

relación de polisacárido a proteína de aproximadamente 0,8 a 1,4; ii) el uso de 

una adsorción individual o separada para los conjugados de S. pneumoniae de 

adsorción pobre, iii) el mantenimiento de un pH más bajo durante la 

formulación. 

De acuerdo con un aspecto de la primera forma de realización, la 

relación preferida de polisacárido a proteína es de 1:1. 

De acuerdo con un segundo aspecto de la primera forma de realización, 

dicha composición comprende por lo menos 2 conjugados de polisacárido-
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proteína que comprenden un polisacárido seleccionado entre los serotipos 1, 2, 

3, 4, 5, 6A, 6B,7F, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 

23F, 33F y 45. 

De acuerdo con un tercer aspecto de la primera forma de realización, se 

puede utilizar un modo de adsorción individual para cualquier serotipo de S. 

pneumoniae seleccionado entre los serotipos 2, 3, 4, 6A, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 

15B, 17F, 18C, 20, 22F, 23F, 33F y 45, preferiblemente para los serotipos 6A, 

9V y 23F de S. pneumoniae. 

De acuerdo con un aspecto preferido de la primera forma de realización, 

la vacuna antineumocóccica conjugada multivalente es 10-valente, en donde 

los serotipos 6A, 9V y 23F de S. pneumoniae se adsorben individualmente 

como una mezcla separada y luego se agrega a otra mezcla que comprende 

una mezcla de los serotipos 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A y 19F de S. pneumoniae que 

se adsorbieron de un modo combinado. 

De acuerdo con otro aspecto preferido de la primera forma de 

realización, la vacuna antineumocóccica conjugada multivalente es 11, 13, 15, 

16 o más valente, en donde por lo menos un serotipo de S. pneumoniae 

seleccionado del grupo de los serotipos 2, 3, 4, 6A, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 15B, 

17F, 18C, 20, 22F, 23F, 33F y 45 se adsorben de manera individual o se 

adsorbe en un grupo más pequeño como una mezcla separada y luego se 

agrega a otra mezcla que comprende una mezcla de los serotipos de S. 

pneumoniae 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A y 19F que se han adsorbido de un modo 

combinado. 

De acuerdo con aún otro aspecto preferido de la primera forma de 

realización, la vacuna antineumocóccica conjugada multivalente es 16 valente, 
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en donde por lo menos un serotipo de S. pneumoniae seleccionado de un 

grupo de 2, 3, 4, 6A, 9V, 12F, 15B, 18C y 23F se adsorbe de manera individual 

o en grupos más pequeños como una mezcla separada y luego se agrega a 

otra mezcla que comprende una mezcla de los serotipos de S. pneumoniae 1, 

5, 6B, 7F, 14, 19A y 19F que se han adsorbido de un modo combinado. 

Una segunda forma de realización de la presente invención es que la 

agregación en una formulación de un conjugado neumocóccico de polisacárido-

proteína multivalente se puede prevenir por completo mediante i) el uso de un 

cambio de pH de pH neutro a pH ácido y ii) el uso de una combinación de 

soluciones amortiguadoras de histidina-ácido succínico.  

De acuerdo con un aspecto de la segunda forma de realización, dicho 

cambio de pH puede ser de 6,8 a un pH seleccionado, pero en un sentido no 

taxativo, entre 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8 y 5,9. Más preferiblemente, de 6,8 

a un pH seleccionado entre 5,4, 5,5, 5,6, 5,7 y 5,8. 

De acuerdo con otro aspecto de la segunda forma de realización, dicho 

sistema de solución amortiguadora de histidina-ácido succínico puede tener 

una concentración entre 1 mM y 200 M. La concentración preferiblemente es 

de por lo menos 1 mM (por ejemplo, a lo sumo de 200 mM, 150 mM, 100 mM, 

90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM, 10 mM etc.). 

Más preferiblemente la concentración de la solución amortiguadora de 

histidina-ácido succínico en la composición es de entre 10 mM y 40 mM.  

Una tercera forma de realización de la presente invención es que se 

puede prevenir la formación de flóculos o agregados en los conjugados 

neumocóccicos a granel mediante el uso de impulsores de hoja plana de una 

turbina Rushton en lugar de impulsores con agitación magnética, tipo axial y 



 11

tipo radial en los recipientes de formulación.    

La estabilidad de una composición inmunogénica de la invención se 

determina fácilmente usando técnicas estándar, que son bien conocidas y de 

rutina para los especialistas en el arte. Por ejemplo, una composición 

inmunogénica se puede evaluar por el porcentaje de adsorción de conjugados, 

la estabilidad, agregación, inmunogenicidad, formación de particulados, pérdida 

de proteína (concentración) y semejantes, mediante métodos que incluyen, 

pero en un sentido no taxativo, ELISA, dispersión de luz, densidad óptica, 

centrifugación por velocidad de sedimentación, centrifugación por equilibrio de 

sedimentación, dicroismo circular (CD), ensayo de Lowry, ensayo con ácido 

bicinconínico (BCA) y semejantes.  

En una forma de realización preferida, la presente invención provee un 

nuevo ELISA que permite cuantificar directamente polisacárido 

conjugados/unidos sin afectar la antigenicidad de los conjugados en vacunas 

antineumocóccicas conjugadas multivalentes. El mismo se puede utilizar para 

la cuantificación del contenido de conjugado no adsorbido en la matriz de la 

formulación como un parámetro indicativo del porcentaje de adsorción, en 

donde los conjugados presentan más de un 70% de adsorción. 

Preferiblemente, dicho ELISA puede emplear un paso de pre-ensayo que 

comprende la desorción del conjugado de un adyuvante de alúmina sin afectar 

la antigenicidad de la proteína transportadora así como del polisacárido 

conjugado. Más específicamente, la disolución de las muestras de conjugado 

adsorbido sobre alúmina se logra usando hidróxido de sodio y ácido cítrico. 

La proteína transportadora se puede seleccionar de un grupo que 

comprende, pero en un sentido no taxativo, CRM197, P4, toxoide de la difteria, 
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toxoide del tétano, fragmento C del toxoide del tétano, toxoide de Pertussis, 

proteína D de H. influenzae, LT de E. coli, ST de E. coli y la exotoxina A de 

Pseudomonas aeruginosa, complejo c de la membrana exterior (OMPC), 

porinas, proteínas de unión a transferrina, neumolisina, proteína de la superficie 

neumocóccica A (PspA), adhesina de la superficie neumocóccica A (PsaA), 

PhtD neumocóccica, las proteínas de la superficie neumocóccica BVH-3 y 

BVH-11, el antígeno protector (PA) de Bacillus anthracis y factor de edema 

detoxificado (EF) y el factor letal (LF) de Bacillus anthracis, ovoalbúmina, 

hemocianina de lapa (KLH), albúmina de suero humano, albúmina de suero 

bovino (BSA) y la proteína purificada derivada de tuberculina (PPD), en 

particular CRM197 o P4. 

De acuerdo con una forma de realización preferida, dicha composición 

multivalente puede comprender: 

i) por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que 

comprende CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado 

de polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora; o 

ii) por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene DT como proteína transportadora; o 

iii) por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que comprende la adhesina de la superficie 

neumocóccica A (PsaA) como proteína transportadora; o 

iv) por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 
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polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora, por lo menos 

un conjugado de polisacárido-proteína que tiene DT como proteína 

transportadora; o 

v) por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora, por lo menos 

un conjugado de polisacárido-proteína que tiene adhesina de la superficie 

neumocóccica A (PsaA) como proteína transportadora; o 

vi) por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora, por lo menos 

un conjugado de polisacárido-proteína que tiene adhesina de la superficie 

neumocóccica A (PsaA) como proteína transportadora. 

En otra forma de realización, la proteína transportadora preferida 

conjugada al Serotipo 3 es CRM-197, al Serotipo 4 es TT o DT y al Serotipo 

18C es CRM197. 

Otra forma de realización de la presente invención incluye el uso de 

PsaA como proteína transportadora en la formulación final. La PsaA también se 

puede usar en la formulación final como un adyuvante. 

En determinadas formas de realización, la formulación multivalente de la 

presente invención puede comprenden un agente tensioactivo, preferiblemente 

polisorbato 20. En determinadas formas de realización, la concentración final 

del polisorbato 20 en la formulación es de entre 0,01% y 10% de polisorbato 20 

en peso/volumen de la formulación. En aún otras formas de realización, la 

concentración final del polisorbato 20 en la formulación es de 0,01% de 
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polisorbato 20 en peso/volumen de la formulación. En otras formas de 

realización, la concentración final del polisorbato 20 en la formulación es de 

0,05% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulación. En aún otras 

formas de realización, la concentración final del polisorbato 20 en la 

formulación es de 0,1% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulación. 

En otra forma de realización, la concentración final del polisorbato 20 en la 

formulación es de 1,0% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulación. 

En aún otra forma de realización, la concentración final del polisorbato 20 en la 

formulación es de 10,0% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulación. 

Las formulaciones de vacunas multivalentes de la presente pueden 

comprender conservantes seleccionados de un grupo que comprende, pero en 

un sentido no taxativo, conservantes mercuriales (por ejemplo, timerosal), 2-

fenoxi-etanol, metilparabeno, propilparabeno y alcohol bencílico (o mezclas de 

los mismos). 

De acuerdo con una forma de realización preferida de la presente 

invención, dicha formulación de vacuna antineumocóccica conjugada de 

polisacárido-proteína multivalente, preferiblemente 10 ó 16 valente, puede 

comprender conjugados adsorbidos sobre fosfato de aluminio, histidina, ácido 

succínico, cloruro de sodio, Polisorbato 20 y tiomersal. 

La composición de vacuna de la presente invención puede comprender 

un paso de adición de un adyuvante de una sal de aluminio en una cantidad de 

20-375 µg, 20-300 µg, 20-200 µg, 25-150 µg de Al+++ por dosis de 0,5 ml. 

Típicamente, las composiciones inmunogénicas se preparan como 

inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones líquidas; pero también se 

pueden preparar como formas sólidas adecuadas para obtener una solución o 
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una suspensión en un vehículo líquido antes de la inyección. La preparación 

también se puede emulsionar o encapsular en liposomas para lograr un efecto 

adyuvante mejorado. El suministro directo de las composiciones generalmente 

será parenteral (por ejemplo, inyección, por vía subcutánea, intraperitoneal, 

intravenosa y/o intramuscular o administración en el espacio intersticial de un 

tejido). Las composiciones también se pueden administrar en una lesión. Otros 

modos de administración incluyen una administración oral y pulmonar, 

supositorios y con agujas para aplicaciones transdérmicas o transcutáneas, e 

hipoaerosoles. El tratamiento con la dosificación puede realizarse según un 

programa de dosis única o un programa de múltiples dosis (por ejemplo, 

inclusive dosis de refuerzo). 

Preferiblemente, las vacunas de la presente invención se pueden 

guardar en una solución o liofilizadas, en donde la composición de vacuna 

liofilizada de la presente invención se puede administrar como una formulación 

de 1, 5 ó 10 dosis con un diluyente que contiene gel de fosfato de aluminio y 

NaCl. 

Otra forma de realización de la presente invención incluye el uso de un 

impulsor de hoja plana de una turbina Rushton en el recipiente de formulación 

(refiérase a la Figura 5). 

Ejemplos:  

Ejemplo 1: Fermentación 

El método comprende (a) proveer un inóculo de una cepa bacteriana 

que expresa el CP; (b) cultivar la cepa por fermentación a pH 7,2, en donde la 

velocidad de de adición del medio de alimentación es equivalente a la 

velocidad de adición de la mezcla alcalina para mantener un pH predefinida; c) 



 16

fermentar el medio de cultivo a 35-38 o C bajo agitación a 50-150 RPM con una 

velocidad de flujo de aire de 0-0,5 vvm. 

Ejemplo 2: Purificación del polisacárido capsular 

Purificación del polisacárido capsular del serotipo 19F de S. pneumoniae 

(HIC seguido por IEC) 

Se concentraron 5 l de caldo clarificado a partir de cultivos de 

fermentado del serotipo 19F de S. pneumoniae y se diafiltraron hasta 500 ml 

usando una membrana de MWCO [corte de Peso Molecular] de 100 KDa. La 

diafiltración se llevó a cabo usando una solución amortiguadora de fosfato de 

sodio 25 mM a pH neutro seguido por diafiltración con agua para inyección 

(WFI).  

Se agregó nucleasa a la solución de polisacárido para alcanzar una 

concentración final de 8 U/ml de solución. El tratamiento con la enzima se llevó 

a cabo a 37 °C, durante 10 ± 2 h con agitación.  

Se agregó sulfato de amonio a la solución de polisacáridos tratada con 

nucleasa hasta un 50% de saturación y se incubó a 2-8 °C durante 12 ± 2 h 

(excepto los serotipos 5 y 4). La mezcla fue sometida a centrifugación. Se 

descartó el pélet (precipitado). La solución (~500 ml) es sometida a una 

diafiltración de 100 kD usando NaCl seguido por WFI enfriado. Esta solución 

diafiltrada que contiene polisacáridos con una solución amortiguadora y una 

gran concentración de sales se cargó en una columna de HIC. 

La columna de cromatografía de interacción hidrofóbica (300 ml) se 

equilibró con 50% de solución amortiguadora de sulfato de amonio saturada y 

luego se cargó la solución de polisacáridos (500 ml) en la columna en un rango 

de pH de 6 a 8, preferiblemente un pH de 6 a un pH de 7. La columna también 
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se lavó con la solución amortiguadora que contiene 50% de sulfato de amonio 

saturado. En estas condiciones, el polisacárido se recuperó en el flujo y lava de 

equilibrio de la columna. 

Después se concentró la solución de polisacáridos usando un filtro de 

MWCO de 100 KDa y luego se diafiltró con NaCl y agua para inyección (WFI). 

La columna de cromatografía de interacción iónico (300 ml) 

(intercambiador aniónico fuerte) se equilibró con solución amortiguadora de 

sulfato de sodio 20 mM saturada y luego se cargó la solución de polisacáridos 

(500 ml) en la columna en un rango de pH de 6 a 8, preferiblemente un pH de 

6,5 a un pH de 7,5. La columna se lavó además con solución amortiguadora. 

Los polisacáridos adsorbidos se eluyeron con una elución con gradiente por 

pasos usando NaCl 1,0 M (varios polisacáridos eluyeron a diferentes fuerzas 

iónicas de NaCl). 

Después se concentró la solución de polisacáridos usando un filtro de 

MWCO de 100 KDa y luego se diafiltró con agua para inyección (WFI). 

La solución de polisacárido diafiltrada se filtró a través de un filtro de 

membrana de 0,22 µ en botellas de polipropileno. El polisacárido purificado se 

guardó congelado a -20 ± 5 °C. 

El proceso anterior también se utilizó para los serotipos 4, 6A, 6B, 7F, 

9V, 10A, 14, 18C, 19A, 19F y 23F. 

Resultados:  

El polisacárido C post cromatografía de HIC y de intercambio iónico se 

estimó con los espectros de H1/P31 NMR. El proceso dio como resultado una 

reducción 2-3 veces del contenido de contaminantes. 

Ejemplo 3: Reducción de polisacáridos 
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Se usó un aparato homogeneizador (Microfluidics) para reducir el peso 

molecular del polisacárido antes del paso de activación. Para 19A, la reducción 

del tamaño se efectuó a 24-28 KPSI, en tanto para 19F la reducción del tamaño 

se efectuó a 26-30 KPSI en donde el número de pases era de 

aproximadamente 1 a 3. El polisacárido reducido se diafiltró y se concentró 

seguido por filtración a 0,22 µ. El polisacárido reducido fue sometido luego a 

HPSEC-RI para la estimación del peso molecular promedio. 

Ejemplo 4: Proceso de conjugación general 

La conjugación del polisacárido con la proteína transportadora se llevó a 

cabo usando el método de conjugación de CDAP de Lees et al (Vaccine 26: 

190-198, 1996). Los polisacáridos de tamaño reducido mecánicamente 

(excepto por 6A que se usó en una forma nativa o reducido dependiente del 

tamaño de 6A) se disolvieron en NaCl 2 M. Se agregó CDAP (en acetonitrilo) 

de una solución madre 100 mg/ml a la solución de polisacárido según la 

relación de polisacárido:CDAP. Aproximadamente 1 minuto después, se agregó 

NaOH 2 M para obtener la activación con pH específica. La activación del 

polisacárido se efectuó a este pH durante 4-10 minutos a 22 °C. Se agregó 

CRM-197 (la cantidad depende de la relación inicial de Ps/proteína) al 

polisacárido activado y la reacción de acoplamiento se realizó al pH específico 

por 3-8 h dependiendo del serotipo. Luego se neutralizó la reacción con glicina 

durante 1 h a 22 °C, y durante la noche a 12 °C. A continuación, se purificaron 

los conjugados mediante una diafilteración de 300 kDa a 500 kDa seguido por 

diafilteración a 100 kDa. Además, se determinó el contenido de polisacárido y 

proteína de los conjugados purificados filtrados a 0,22 um. 

Tabla 1: Variaciones de los parámetros de la reacción de conjugación 
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específica del serotipo para 10 serotipos: 

Detalles de conjugación para 10 serotipos 

Características 
Condiciones de proceso de diferentes serotipos 

1 5 6A 6B 7F 9V 14 
19
A 

19F 23F 

Conc. de Ps 
(mg/ml) 

4,5 5 5 11 10 8 10 9,5 9,5 9 

Disolución de Ps 
NaC
l 2 
M 

NaCl 2 
M 

NaCl 2 
M 

NaCl 
2 M 

NaC
l 2 
M 

NaC
l 2 
M 

NaCl 
2 M 

Na
Cl 
2 M 

NaC
l 2 
M 

NaCl 
2 M 

Tiempo de 
activación (min) 

4 4 4 4 4 4 4 4 10 4 

Relación 
Ps/CDAP 

1:1,
25 

1:1 1:1 
1:1,1
5 

1:1,
25 

1:1,
2 

1:1,1 1:1 
1:0,
8 

1:1,1 

Conc. de CRM 
197 (mg/ml) 

20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

Relación de 
Ps/CRM 

0,82 0,75 1,05 0,77 0,85 0,87 0,82 
0,8
6 

0,96 0,71 

pHa:pHc:pHq 
9,5:
9,5:
9,5  

9,5:9,5:
9,5  

9,5:9,5
:9,5  

9,5:9
,5:9,
5  

9,5:
9,5:
9,5  

9,5:
9,5:
9,5  

9,5:9,
5:9,5  

09:
09:
09 

9,5:
9,5:
9,5  

9,5:9
,5:9,
5  

Ps libre (%) < 1 6,3 2,63 1,57 < 1 ND 2,53 1,5 1,07 2,59 

Proteína libre (%) ND 1,54 2,2 ND ND ND ND ND 2,2 ND 

Distribución de 
tamaño mol. (%) 

70,5
6 

74,93 67,67 
76,5
2 

75,6
8 

72,7
5 

76,59 
78,
1 

74,3
5 

72,9
1 

Tabla 2: Comparación del porcentaje de adsorción de los serotipos 

individuales de las formulaciones PCV-10 según un abordaje de una y dos 

mezclas del proceso de formulación. 

N° 
S. 

Serotipos 
de las 
formulacio
nes PCV-
10 

Abordaje de una mezcla 
(todos los antígenos juntos) 
% de adsorción 

Abordaje de dos mezclas 
(Mezcla A y B) 
% de adsorción 

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 

1 Serotipo 1 90 85 92 >99 >99 97 
2 Serotipo 5 84 82 85 90 88 97 
3 Serotipo 6A 67 51 61 77 71 93 
4 Serotipo 6B 82 72 83 84 80 86 
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5 Serotipo 7F 83 77 81 87 86 84 
6 Serotipo 9V 67 43 74 89 85 85 
7 Serotipo 14 86 83 88 92 91 90 

8 
Serotipo 
19A 

95 92 97 95 93 85 

9 
Serotipo 
19F 

91 87 93 91 88 75 

10 
Serotipo 
23F 

56 52 58 84 81 81 

En el abordaje de una mezcla, los serotipos 6A, 9V y 23F eran 

adsorbidos pobremente en la formulación, en tanto en el abordaje de dos 

mezclas el porcentaje de adsorción era de >70% para todos los serotipos. 

Tabla 3: Efecto del cambio de pH sobre el comportamiento de 

agregación de las formulaciones PCV-10 

N° S. 
Descripciones 
de la 
formulación 

% de viales rechazados debido a agregados 
(partículas/flóculos blancos) 
Experimento 7 Experimento 8 Experimento 9 

1 
Formulaciones 
de PCV-10 sin 
‘cambio de pH’ 

10% 4% 6% 

2 

Formulaciones 
de PCV-10 con 
‘cambio de pH’ 
de pH 6,8 a pH 
5,6-5,8 

Experimento 
10 

Experimento 11 
Experimento 
12 

Sin agregados 
(no se rechaza 
la prueba) 

Sin agregados 
(no se rechaza la 
prueba) 

Sin agregados 
(no se rechaza 
la prueba) 

No se encontraron agregados al pH de 5,6-5,8 en la formulación PCV10 

en comparación con la formulación a pH 6,8. 

Se encontró que la relación de polisacárido a proteína (1:1) tenía un 

efecto ventajoso sobre el grado de adsorción del conjugado neumocóccico 

presente en la formulación. 

Tabla 4: Efecto de la relación de Ps a CRM197 sobre la adsorción del 

conjugado neumocóccico (serotipo 6A) en la Formulación 

N° S. 
Conjugado neumocóccico del 
serotipo 6A a granel 

Relación de Ps 
a proteína 

Adsorción 
(%) 

1 ZPN6ACP1201 1,95 34 
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2 ZPN6ACP1203 1,51 42 
3 ZPN6ACP1204-A 1,32 87 
4 ZPN6ACP1204-B 1,15 95 
5 ZPN6ACP1205 1,09 86 

Se observó un efecto de la relación de polisacárido a proteína sobre la 

adsorción de los conjugados.  Los conjugados 6A que tenían una relación de 

Ps a proteína de >1,5 mostraron una adsorción pobre.   La mayoría de los 

serotipos usados en la formulación PCV-10 contenía una relación de Ps:Pr en 

el rango de 0,6-1,3 lo que dio como resultado una adsorción óptima de varios 

serotipos, incluido el serotipo 6A. Sobre la base de los datos de adsorción 

obtenidos para el experimento con el serotipo 6A y la formulación PCV-10, 

haciendo una formulación 16 valente, se puede extrapolar que la relación de 

Ps:Pr de los 6 conjugados remanentes en el rango similar podría asegurar una 

adsorción consistente de los 16 conjugados de serotipos. 

Tabla 5: Especificaciones del impulsor de hoja plana de la turbina 

Rushton para diferentes recipientes 
Volumen geométrico (l) 14 
Volumen de trabajo (l) 10,0 
Diámetro de la hoja (mm) 74,7 
Altura de la hoja (mm) 17,3 
Número de hojas 6 
Control de agitación (rpm)  50-500 
Velocidad del extremo (m/s) 0,19-1,95 

Ejemplo 6: Protocolo del ELISA 

El contenido de antígeno y el porcentaje de adsorción se determinaron 

usando un ELISA sándwich modificado. 

Se modificó el ELISA sándwich convencional con respecto a las 

siguientes condiciones de prueba/condiciones de ensayo y de esa manera 

tiene los siguientes atributos ventajosos.  

i. cuantificar el polisacárido conjugado en la presencia de otros 9 
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antígenos conjugados en una vacuna 10 valente 

ii. eluir los diez conjugados a partir de un gel de fosfato de aluminio, 

donde la adsorción es de más del 80% 

iii. en donde hay captura de conjugados aún si está a pH 9 sin dañar 

la antigenicidad del conjugado 

El contenido de antígeno y el porcentaje de adsorción se determinaron 

usando un ELISA según el protocolo indicado a continuación: 

Día 1 

1. Las placas se recubrieron con un anticuerpo de captura 

(anticuerpo anti-proteína transportadora) seguido por incubación durante 0,5-2 

h a 35 ± 5 °C 

2. Las placas se lavaron 3-6 veces usando un lavador de placas 

para ELISA 

3. Las placas se bloquearon con solución amortiguadora de bloqueo 

(3% de BSA en PBS 1X y solución amortiguadora Tris para los serotipos 14 y 

9V) seguido por incubación durante 1,5-2,5 h a 30 ± 5 °C 

4. Las placas se lavaron 3 veces usando un lavador de placas para 

ELISA 

5. Las muestras se agregaron a las placas 

6. Las placas se incubaron durante la noche a 5 ± 3 °C 

Día 2 

1. Se dejó que las placas alcanzaran temperatura ambiente 

2. El anticuerpo primario se agregó después de lavar las placas 3 

veces seguido por incubación a RT de 25 ± 2 durante 30 min seguido por un 

lavado.  
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3. Se agregó el anticuerpo secundario y fue seguido por incubación 

a 25±2 durante 30 minutos.  

4. Se agregó el sustrato TMB seguido por incubación a RT durante 

15-20 min en oscuridad 

5. Se agregó solución de detención 

6. Las placas se leyeron a 405 nm.  

Procedimiento para disolver la muestra sin dañar el epitope de la proteína 

transportadora 

Se agregó una cantidad apropiada de NaOH 0,5 M-2 M a 2 ml de la 

muestra de vacuna. Dicha muestra fue sometida a agitación por vortexeo suave 

hasta que la solución se volvió clara. El pH de la solución se ajustó en 9-12 

hasta que la solución se volvió traslúcida.  El pH de la solución se volvió a 

llevar a 6-7,4 usando entre 0,5 M y 2 M de ácido cítrico. Dicha solución fue 

sometida a centrifugación (muestras disueltas) a entre 3000 y 6000 x g durante 

5 min y se recolectó el sobrenadante para las pruebas.  

Tabla 6 

Serotipo 
Lote 1 Lote 2 

Contenido en 
µg/ml 

% de 
adsorción 

Contenido en 
µg/ml 

% de 
adsorción 

Serotipo 1 3,87 89 4,66 99,4 

Serotipo 5 3,57 83 4,03 90,8 

Serotipo 6A 3,39 83 4,6 68,3 

Serotipo 6B 8,01 80 6,8 85 

Serotipo 7F 4,72 97 4,18 84,4 

Serotipo 9V 4,61 80 3,95 70,4 

Serotipo 14 5,11 94 5,06 92,5 
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Serotipo 19A 4,42 94 3,65 91,8 

Serotipo 19F 4,35 82 4,14 81,4 

Serotipo 23F 3,66 72 4,03 75 

Ejemplo 7: Vacuna antineumocóccica conjugada - 10 valente (PCV10) 

Tabla 7: Composición de PCV10: 

N° 
muest
ra 

Nombre del ingrediente 
Cantidad/dosis(0,5 
ml) 

1 
Polisacárido de los serotipos 1, 5, 6A, 7F, 9V, 14, 19A, 
19F y 23F* 

2 µg de cada uno 

2 Polisacárido del serotipo 6B* 4 µg 

3 Fosfato de aluminio Adju-Phos® 0,125 mg como Al+++ 

4 Cloruro de sodio 4,5 mg 

5 Ácido succínico 1,18 mg 

6 Polisorbato 20 50 µg 

7 Tiomersal (solo para la presentación de múltiples dosis) 25 µg 

8 L-histidina 1,55 mg 

* Los ingredientes activos se conjugan con la proteína transportadora 

CRM197   

Ejemplo 8: Formulación 1 (PCV16) 

Vacuna antineumocóccica conjugada - 16 valente (PCV16) 

Tabla 8: Composición “I” de PCV16 
N° S. Composiciones Cantidad/dosis 
Ingrediente activo* 
1 Serotipo 1 2,0 µg 
2 Serotipo 2 2,0 µg 
3 Serotipo 3 2,0 µg 
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4 Serotipo 4 2,0 µg 
5 Serotipo 5 2,0 µg 
6 Serotipo 6A 2,0 µg 
7 Serotipo 6B 4,0 µg 
8 Serotipo 7F 2,0 µg 
9 Serotipo 9V 2,0 µg 
10 Serotipo 12F 2,0 µg 
11 Serotipo 14 2,0 µg 
12 Serotipo 15B 2,0 µg 
13 Serotipo 18C 2,0 µg 
14 Serotipo 19A 2,0 µg 
15 Serotipo 19F 2,0 µg 
16 Serotipo 23F 2,0 µg 
Ingredientes inactivos 
17 Fosfato de aluminio NMT 1,25 mg de Al3+ 
18 Histidina 1,55 mg 
19 Proteínas 

transportadoras 
11,3 – 113,3 µg 

20 Ácido succínico  1,18 mg 
21 Cloruro de sodio 4,5 mg 
22 Polisorbato 20 50 µg 
23 Tiomersal** 25 µg 
24 WFI c.s. 

* Los ingredientes activos de la vacuna se conjugan con al menos 

una proteína transportadora seleccionada entre CRM197, TT y DT. 

** Solo se agregó en la presentación de múltiples dosis 

Ejemplo 9: Formulación 1 (PCV16) 

Tabla 9: Composición “II” de PCV16 
N° S. Composiciones Cantidad/dosis 
Ingrediente activo 
1 Serotipo 1 2,0 µg 
2 Serotipo 2 2,0 µg 
3 Serotipo 3 2,0 µg 
4 Serotipo 4 2,0 µg 
5 Serotipo 5 2,0 µg 
6 Serotipo 6A 2,0 µg 
7 Serotipo 6B 4,0 µg 
8 Serotipo 7F 2,0 µg 
9 Serotipo 9V 2,0 µg 
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10 Serotipo 12F 2,0 µg 
11 Serotipo 14 2,0 µg 
12 Serotipo 15B 2,0 µg 
13 Serotipo 18C 2,0 µg 
14 Serotipo 19A 2,0 µg 
15 Serotipo 19F 2,0 µg 
16 Serotipo 23F 2,0 µg 
Ingredientes inactivos 
17 Fosfato de aluminio NMT 1,25 mg de Al3+ 
18 Histidina 1,55 mg 
19 Proteínas 

transportadoras 
11,3 – 113,3 µg 

20 Ácido succínico  1,18 mg 
21 Cloruro de sodio 4,5 mg 
22 Polisorbato 20 50 µg 
23 2-fenoxietanol** 10 mg 
24 WFI c.s. 

* Los ingredientes activos de la vacuna se conjugan con al menos 

una proteína transportadora seleccionada entre CRM197, TT y DT. 

** Solo se agregó en la presentación de múltiples dosis 

Ejemplo 10: 

I) Degradación de PnPs reducidos (19A, 19F, 6A y 6B) en la presencia 

de DMAP: 

Los PnPs reducidos en la solución de reacción se trataron con DMAP en 

una relación de 1:1,5 y se comprobó su perfil de degradación mediante SEC-

HP-RI.  

Resultados: 

Se observó que solo el PnPs 19A sufre degradación en la presencia de 

DMAP en tanto otros PnPs que contienen fosfodiéster (19F, 6A y 6B) 

permanecen intactos. Refiérase a las Figuras 1 (sin DMAP) y 2 donde se 

muestra la degradación de PnPs mediada por DMAP.  

Para minimizar dicha degradación de 19A, el PnPs activado fue 
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sometido a una diafiltración de 10 KDa usando NaCl 2 M para eliminar el 

DMAP formado a partir de la solución de reacción antes de la conjugación con 

CRM197. 

II) Degradación y agregación de PnPs reducidos (19A, 19F, 6A y 6B) 

en la presencia de CDAP: 

Se trataron los PnPs reducidos en solución de reacción con CDAP a la 

relación de 1:1,5 durante la activación. Se observó que el 50% de DMAP se 

genera como un producto secundario (medido mediante RP-HPLC) que 

conduce a degradación de PnPs, así como a la agregación de PnPs activados 

después de un determinado tiempo de activación (refiérase a la Tabla 2).  La 

degradación y agregación se comprobaron mediante el perfil de SEC-HP-RI. 

Refiérase a las Figuras 3A (sin CDAP), 3B, 3C y 3D (para 19A) y 4A (sin 

CDAP), 4B (para 19F) que muestran agregación y degradación de PnPs 

mediadas por CDAP.  

Tabla 10: Factores responsables del entrecruzamiento y la agregación de 

polisacárido-polisacárido 

Efecto de la “duración de la activación de CDAP” sobre la formación de 

“agregados de polisacárido-polisacárido” 

Serotipos 

PM de PnPs 
reducidos/modific
ados (KDa) [SEC-
HP-RI] 

PnPs activados 
modificados (KDa) 
[SEC-HP-RI] 

Efectos 

6A 432 435 
No hay agregación 
entre polisacáridos 
activados 

6B 131 131 
No hay agregación 
entre polisacáridos 
activados 

19A 178 
254 (después de 20 
min) 

Hay agregación entre 
polisacáridos activados 

487 (después de 60 Hay agregación entre 
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min) polisacáridos activados 
1173 (después de 
120 min) 

Hay agregación entre 
polisacáridos activados 

19F 157 
205 (después de 30 
min) 

Hay agregación entre 
polisacáridos activados 

III) Prevención de la degradación y agregación de PnPs reducidos (19A 

y 19F) que tienen una relación PnPs:CDAP de 1:1,5 empleando un paso de 

diafiltración: 

Para minimizar dicha degradación y agregación de 19A, el PnPs 

activado fue sometido a una diafiltración de 10 KDa usando NaCl 2 M para 

eliminar el DMAP formado a partir de la solución de reacción antes de la 

conjugación con CRM197. Refiérase a las Figuras 3E (conjugado sin DF de 10 

KDa) y 3F (conjugado con DF de 10 KDa) donde se muestra el perfil de SEC-

HP-RI del conjugado usando PnPs activados diafiltrados con 10 KDa y CRM197. 

Sin embargo, el paso de diafilteración afectaba adversamente el rendimiento 

del conjugado lo que dio como resultado una disminución del 30%-40% en el 

rendimiento global. 

IV) Prevención de la degradación y agregación de PnPs reducidos (19A 

y 19F) mediante una reducción de la relación de PnPs:CDAP a 1:1 (19A) y 

a 1:0,8 (19F) sin emplear un paso de diafiltración 

Los PnPs reducidos en solución de reacción se trataron con CDAP a las  

relaciones de 1:1 y 1:0,8 para 19A y 19F, respectivamente, y sus perfiles de 

degradación y agregación se comprobaron mediante SEC-HP-RI. 

Resultados: 

Se observó que las relaciones modificadas de Ps:CDAP (1:1 para 19A y 

1:0,8 para 19F) impedían la degradación y agregación de ambos PnPs 19A y 

19F. Refiérase a las Figuras 3 (G y H para 19A) y 4 (C y D para 19F). Una 



 29

ventaja adicional de usar relaciones modificadas era que carecía de un paso de 

diafiltración de 10 KDa asegurando así una pérdida mínima en el rendimiento 

global. 

Se observó que en el caso del serotipo 19A, cuando la “duración de la 

activación de CDAP” era de más de 10 min, daba como resultado el 

entrecruzamiento de polisacárido activado con polisacárido activado, lo que 

finalmente conduce a la formación de “agregados de polisacárido-polisacárido”. 

Además, en el caso del serotipo 19F, cuando la “duración de la 

activación de CDAP” era de más de 20 min, daba como resultado el 

entrecruzamiento de polisacárido activado con polisacárido activado, lo que 

finalmente conduce a la formación de “agregados de polisacárido-polisacárido”. 

Además, se encontró que la duración de la reacción de conjugación era más de 

la duración requerida para el entrecruzamiento del polisacárido activado con 

polisacárido activado, lo que dio como resultado la formación de agregados. 

Refiérase a las Figuras 3 y 4. 

Sin embargo, dicho entrecruzamiento no se observó en otros serotipos 

como 6APnPs y 6BPnPs. 

Ejemplo 11:  

Preparación de conjugados: PnPs19A y PnPs19F 

La conjugación del polisacárido con la proteína transportadora se llevó a 

cabo usando el método de conjugación de CDAP de Lees et al (Vaccine 26: 

190-198, 1996) con las siguientes modificaciones: 

i) Para preparar el conjugado 19A, se usó una relación de 

polisacárido a CDAP de 1:1 a 22 oC con un período de activación de 4 min y 

una relación de polisacárido a proteína de 1:1  
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ii) Para preparar el conjugado 19F, se usó una relación de 

polisacárido a CDAP de 1:0,8 a 22 oC con un período de activación de 9 a 10 

min y una relación de polisacárido a proteína de 1:1 para 19F. 

Tabla 10: Comparación de los resultados de conjugados para 19A y 

19F con el “método de conjugación con CDAP tradicional” (Lote 1) y el 

“método de conjugación mejorado” (Lote 2) 
I) Detalles de la reacción de conjugación 

Conjugados Conjugado 19A Conjugado 19F 

Número de lote Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 

Conc. de PnPs 
(mg/ml) 9,5 9,5 9,5 9,5 
Disolución de 
PnPs NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M 

Tiempo de 
activación (min) 

4 4 4 9 a 10 

Relación de 
PnPs/CDAP 1,0:1,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:0,8 

Conc. de CRM 
(mg/ml) 20 20 20 20 

Relación inicial de 
Ps/CRM197 1,0:1,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:1,0 

pHa:pHc:pHq 9,0:9,0:9,0 9,0:9,0:9,0 9,5:9,5:9,5 9,5:9,5:9,5 
II) Características del conjugado final 

Conjugados Conjugado 19A Conjugado 19F 

Número de lote Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 

Relación final de 
PnPs/CRM197 0,53 0,86 0,52 0,96 

CRM197/PnPs 1,88 1,16 1,92 1,04 

PnPs libre (%) 1,9 1,5 1,7 1,07 

CRM197 libre (%) ND ND ND 2,2 

Tamaño mol. 
prom. de SEC-HP-
I) (KDa) 

1081 853 994 847 
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Resultados: 

Se observó que la relación modificada de polisacárido:CDAP, el tiempo 

de activación de CDAP y la relación inicial de polisacárido:proteína, minimizaba 

la degradación del polisacárido reducido mediada por 4-dimetilaminpiridina 

durante la activación y también impidió la subsiguiente agregación polisacárido-

polisacárido, mejorando así las características del conjugado final con respecto 

al contenido de polisacárido libre. 

El método de conjugación mejorado empleado para preparar los 

conjugados 19A y 19F dio como resultado conjugados que no mostraban 

ninguna señal fosfomonoéster en los respectivos perfiles del conjugado (NMR 

31P protones), lo cual indicaba que el se observaba que el método de 

conjugación modificado era eficaz para prevenir la hidrólisis de polisacáridos en 

las reacciones de conjugación.  

En vista de las numerosas formas de realización posibles a las cuales se 

pueden aplicar los principios de la invención divulgada, se podrá reconocer que 

las formas de realización ilustradas solamente son ejemplos preferidos de la 

invención y no deberían considerarse en un sentido limitativo del alcance de la 

misma. En su lugar, el alcance de la invención se define mediante las 

siguientes reivindicaciones. Por ello, los autores reivindican como invención de 

su autoría todo aquello que se encuentra dentro del alcance y espíritu de estas 

reivindicaciones. 

 

Tamaño mol. 
prom. 
(UV/RI/MALS) 
(KDa) 

 8212 6012 6393 4773 
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REIVINDICACIONES: 

1. Un método para la preparación de una formulación de vacuna 

antineumocóccica conjugada de polisacáridos-proteínas multivalente estable, 

que presenta una adsorción óptima para cada conjugado en donde, en dicho 

método, se previene la agregación mediante el empleo de al menos uno de: 

i. Una adsorción individual o separada para los conjugados que de 

lo contrario muestran una adsorción menor relativa por una adsorción 

combinada; 

ii. Un sistema amortiguador de histidina-ácido succínico junto con un 

cambio en el pH de pH neutro a pH ácido; 

iii. Una relación de polisacárido a proteína de entre 0,5 y 

aproximadamente 1,4; y/o 

iv. El uso de un impulsor de turbina tipo Rushton en el recipiente de 

formulación. 

2. El método de la reivindicación 1, en donde la adsorción se 

encuentra en el rango de 75 – 99%. 

3. Una composición de vacuna antineumocóccica conjugada 

multivalente preparada de acuerdo con la reivindicación 1; en donde dicha 

composición comprende por lo menos 2 conjugados de polisacárido-proteína 

que contienen un polisacárido seleccionado entre los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 

6B, 7F, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F y 

45. 

4. Una composición de vacuna antineumocóccica conjugada 

multivalente preparada de acuerdo con la reivindicación 3; en donde dicha 

composición comprende por lo menos 10 conjugados de polisacárido-proteína 
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que contienen un polisacárido de los serotipos 1, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 19A, 

19F y 23F. 

5. Una composición vacuna antineumocóccica conjugada 

multivalente preparada de acuerdo con la reivindicación 3; en donde dicha 

composición comprende por lo menos 16 conjugados de polisacárido-proteína 

que contienen un polisacárido de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 

12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F y 23F. 

6. La composición de la reivindicación 1, en donde la proteína 

transportadora comprende una o más seleccionadas del grupo que consiste en 

CRM197, adhesina de la superficie neumocóccica A (PsaA), toxoide de la 

difteria (DT), toxoide del tétano (TT), fragmento C de toxoide del tétano, toxoide 

de Pertussis, proteína D de H. influenzae, LT de E. coli, ST de E. coli y 

exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, complejo c de la membrana exterior 

(OMPC), porinas, proteínas de unión a transferrina, neumolisina, proteína de la 

superficie neumocóccica A (PspA), adhesina de la superficie neumocóccica A 

(PsaA), PhtD neumocóccica, proteínas de la superficie neumocóccica BVH-3 y 

BVH-11, antígeno protector (PA) de Bacillus anthracis y el factor de edema 

detoxificado (EF) y el factor letal (LF) de Bacillus anthracis, ovoalbúmina, 

hemocianina de lapa (KLH), albúmina de suero humano, albúmina de suero 

bovina (BSA) y proteína purificada derivado de tuberculina (PPD), en particular 

CRM197, el toxoide del tétano, el toxoide de la difteria o PsaA. 

7. La composición de la reivindicación 1, en donde dicha 

composición multivalente comprende 

i. por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que 

comprende CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado 
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de polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora; o 

ii. por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene DT como proteína transportadora; o 

iii. por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que comprende la adhesina de la superficie 

pneumocóccica A (PsaA) como proteína transportadora; o 

iv. por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora, por lo menos 

un conjugado de polisacárido-proteína que tiene DT como proteína 

transportadora; o 

v. por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora, por lo menos 

un conjugado de polisacárido-proteína que tiene adhesina de la superficie 

pneumocóccica A (PsaA) como proteína transportadora; o 

vi. por lo menos un conjugado de polisacárido-proteína que tiene 

CRM197 como proteína transportadora, por lo menos un conjugado de 

polisacárido-proteína que tiene TT como proteína transportadora, por lo menos 

un conjugado de polisacárido-proteína que tiene adhesina de la superficie 

pneumocóccica A (PsaA) como proteína transportadora. 

8. La composición de la reivindicación 3, en donde el serotipo 3 

preferiblemente está conjugado con CRM-197, el serotipo 18C preferiblemente 



 35

está conjugado con CRM197 y el serotipo 4 se puede conjugar con TT o DT. 

9. El método de la reivindicación 1, en donde dicha solución 

amortiguadora de histidina-ácido succínico tiene una concentración de entre 1 

mM y 200 mM, preferiblemente entre 10 mM y 40 mM, más preferiblemente de 

20 mM. 

10. El método de la reivindicación 1, en donde el cambio en el pH 

para la solución amortiguadora de histidina-succínico preferiblemente tiene 

lugar de 6,8 a un pH de entre 5,6 y 5,8. 

11. El método de la reivindicación 1, en donde dicho método 

comprende los siguientes pasos: 

i. agregar moléculas de polisacárido a un transportador proteico en 

una relación predeterminada, preferiblemente de 0,8 a 1,4 y más  

preferiblemente 1:1, y a un pH predeterminado, preferiblemente entre 5,2 y 5,9, 

para obtener una pluralidad de distintos conjugados de polisacárido-proteína; 

ii. adsorber de manera individual sobre un primer adyuvante de sal 

de aluminio en una solución amortiguadora de histidina-ácido succínico a una 

concentración predeterminada, un primer conjunto predeterminado de 

conjugados de polisacárido-proteína seleccionados entre dicha pluralidad de 

conjugados de polisacárido-proteína obtenida en el paso el (i), en donde la 

cantidad de dicho adyuvante de sal de aluminio varía en un rango entre 20-375 

µg de Al+++ por 0,5 ml de dosis de la formulación de vacuna final; en donde el 

conjunto de conjugados de polisacárido-proteína comprende 6A, 9V y 23F. 

iii. adsorber de un modo combinado sobre un segundo adyuvante de 

sal de aluminio en una solución amortiguadora de histidina-ácido succínico que 

se encuentra a una concentración predeterminada, un segundo conjunto 
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predeterminado de conjugados de polisacárido-proteína seleccionado entre 

dicha pluralidad de conjugados de polisacárido-proteína obtenida en el paso (i), 

en donde la cantidad de dicho adyuvante de sal de aluminio varía en un rango 

entre 20-375 µg de Al+++ por 0,5 ml de dosis de la formulación de vacuna final; 

en donde el conjunto de conjugados de polisacárido-proteína comprende 1, 5, 

6B, 7F, 14, 19A y 19F. 

iv. mezclar dicho primer conjunto adsorbido obtenido en el paso (ii) 

con dicho segundo conjunto adsorbido obtenido en el paso (iii), y 

opcionalmente agregar un agente tensioactivo, preferiblemente Polisorbato-20, 

y/o por lo menos un conservante seleccionado del grupo que consiste en 

conservantes mercuriales tales como Timerosal, 2-fenoxi-etanol, 

metilparabeno, propilparabeno, alcohol bencílico y mezclas de los mismos, con 

la ayuda de un impulsor de hoja plana de una turbina de Rushton para obtener 

una formulación estable de una vacuna antineumocóccica conjugada de 

polisacárido-proteína multivalente. 

12. Un método para reducir la agregación de polisacárido-

polisacárido en reacciones de reducción y conjugación, en particular para 

polisacáridos de Streptococcus pneumoniae que contienen un enlace 

fosfodiéster entre unidades repetidas unidas de manera covalente a una 

proteína transportadora usando química de cianilación, para así proporcionar 

una inmunogenicidad y estabilidad mejoradas para cada conjugado, en donde 

dicho método comprende: 

i) hacer reaccionar un polisacárido que tiene un tamaño promedio 

entre 130 KDa y 190 KDa con un agente de cianilación a una relación de entre 

1:0,8 y 1:1 a una temperatura entre aproximadamente 22 °C y 
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aproximadamente 25 °C por un período de entre aproximadamente 4 min y 

aproximadamente 10 min, lo que da como resultado un polisacárido activado 

por cianato; y 

ii) poner el polisacárido activado por cianato en contacto con una 

proteína a una relación de 1:1, a un pH de entre aproximadamente 9 y 

aproximadamente 9,5, por un período de 3 h y 5 h, seguido por neutralización 

con glicina;  

en donde dicho proceso de conjugación minimiza la degradación 

mediada por los productos secundarios del agente de cianilación de un 

polisacárido reducido e impide la subsiguiente agregación de polisacárido-

polisacárido, dando como resultado un conjugado que tiene un contenido 

mínimo de polisacáridos libres. 

13. El método de la reivindicación 12, en donde el polisacárido que 

comprende un enlace fosfodiéster entre unidades repetidas deriva de un 

serotipo 19A, 19F, 6A o 6B de Streptococcus pneumoniae. 

14. El método de la reivindicación 13, en donde el polisacárido es un 

polisacárido del serotipo 19A de Streptococcus pneumoniae y el agente de 

cianilación es tetrafluoroborate de 1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio mezclados a 

una relación de 1:1 a 22 °C por un período de 4 minutos dando como resultado 

un polisacárido activado por cianato. 

15. El método de la reivindicación 13, en donde el polisacárido es un 

polisacárido del serotipo 19F de Streptococcus pneumoniae y el agente 

cianilante es tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio mezclados a 

una relación de 1:0,8 a 22°C por un período de 8-10 minutos dando como 

resultado un polisacárido activado por cianato. 
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16. El método de la reivindicación 14 ó 15, en donde dicho conjugado 

tiene un contenido de polisacárido libre menor que 1,6%. 

17. El método de la reivindicación 2, en donde el porcentaje de 

adsorción se mide mediante un ELISA sándwich, que comprende en particular 

un paso de disolución de muestras de conjugados adsorbidos sobre alúmina 

usando hidróxido de sodio y ácido cítrico. 

18. La composición reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones 

precedentes, en donde se usa PsaA como un adyuvante. 

19. La composición reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones 

precedentes, que además incluye el paso de guardar dicha formulación de 

vacuna conjugada obtenida en un estado liofilizado, hasta la administración 

como una formulación de 1, 5 ó 10 dosis con un diluyente que contiene gel de 

fosfato de aluminio y NaCl. 
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MÉTODOS PARA MEJORAR LA ADSORCIÓN DE CONJUGADOS DE 

POLISACÁRIDOS-PROTEÍNAS Y UNA FORMULACIÓN DE VACUNA 

MULTIVALENTE OBTENIDA CON LOS MISMOS. 

RESUMEN 

Métodos para la preparación de formulaciones estables de vacunas 

antineumocóccicas conjugadas de polisacárido-proteína multivalentes. Las 

formulaciones estables de la presente presentan un porcentaje óptimo de 

adsorción para cada conjugado, en donde se puede prevenir la agregación 

mediante el uso de i) una adsorción individual o separada de conjugados que 

de lo contrario presentan un porcentaje de adsorción menor con una adsorción 

combinada ii) un sistema de solución amortiguadora de histidina-ácido 

succínico junto con un cambio en el pH de pH neutro a pH ácido iii) una 

relación de polisacárido a proteína de 0,5 a aproximadamente 1,4 iv) un 

impulsor de turbina tipo Rushton de seis hojas en los recipientes de 

formulación. 
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