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DESCRIPCIÓN 
 
Mejora de las vesículas de membrana externa bacteriana. 
 
CAMPO TÉCNICO 5 
 

Esta invención está en el campo de preparación de vesícula para fines de inmunización.  
 
TECNICA ANTERIOR 

 10 
Uno de los varios enfoques para inmunizar contra infección de N. meningitidis es el uso de vesículas de 

membrana externa (VMEs). El Instituto Nacional Noruego de Salud Pública [por ejemplo, ref. 1] ha producido una 
vacuna eficaz de VME contra serogrupo B pero, aunque esta vacuna es segura y previene la enfermedad MenB, su 
eficacia se limita a la cepa usada para hacer la vacuna.  

 15 
La vacuna “RIVM” se basa en vesículas que contienen seis serotipos PorA diferentes y ha demostrado ser 

inmunogénica en niños en ensayos clínicos en la fase II [2].  
 
La Referencia 3 desvela una vacuna contra diferentes serotipos patogénicos del meningococo serogrupo B 

basada en VMEs que retienen un complejo proteico de 65 kDa. La Referencia 4 desvela una vacuna que comprende 20 
VMEs de cepas de meningococo creadas genéticamente, con las VMEs que comprenden: al menos una proteína de 
membrana externa (PME) de Clase 1 pero que no comprende PME de Clase 2/3. La Referencia 5 desvela VMEs 
que comprenden PMEs que tienen mutaciones en sus bucles superficiales y VMEs que comprenden derivados de 
lipopolisacárido meningocócico (LPS).  

 25 
La Referencia 6 desvela composiciones que comprenden VMEs complementadas con proteínas de enlace 

de transferina (por ejemplo, TbpA y TbpB) y/o Cu, Zn-superóxido dismutasa. La Referencia 7 desvela composiciones 
que comprenden VMEs complementadas con varias proteínas. La Referencia 8 desvela preparaciones de vesículas 
de membrana obtenidas de N. meningitidis con un gen fur modificado.  

 30 
Así como N. meningitidis del serogrupo B, las vesículas se han preparado para otras bacterias. La 

Referencia 9 desvela un proceso para preparar vacunas basadas en VME para meningococo del serogrupo A. Las 
referencias 10 y 11 desvelan vesículas de N. gonorrhoeae. La referencia 12 desvela preparaciones de vesícula a 
partir de N. lactamica. Las vesículas también se ha preparado de Moraxella catarrhalis [13, 14], Shigella flexneri [15, 
16], Pseudomonas aeruginosa [15, 16], Porphyromonas gingivalis [17], Treponema pallidum [18], Haemophilus 35 
influenzae [19 y 20] y Helicobacter pylori [21].  

 
Un inconveniente de las preparaciones de vesícula bacteriana es que los antígenos protectores importantes 

no están presentes. Para retener antígenos tales como NspA en preparaciones de VME, la referencia 20 muestra 
que la expresión de nspA debería aumentar con el gen eliminado porA y cps simultáneos. Es un objeto de la 40 
invención proporcionar más preparaciones de vesículas mejoradas, junto con procesos para su fabricación. En 
particular, es un objeto de la invención proporcionar vesículas que retengan importantes componentes 
inmunogénicos bacterianos de N. meningitidis.  
 
DIVULGACIÓN DE LA INVENCIÓN  45 

 
La invención proporciona una composición que comprende vesículas de membrana externa 

meningocócicas, un adyuvante de hidróxido de aluminio, un tampón de histidina y cloruro sódico, donde: (a) la 
concentración de cloruro sódico es superior a 7,5 mg/ml; y donde (b) la concentración de VMEs es inferior a 100 
µg/ml.  50 

 
La concentración de cloruro sódico es preferentemente superior a 8 mg/ml, y es más preferentemente 

aproximadamente 9 mg/ml.  
 
La concentración de VMEs es preferentemente inferior a 75 µg/ml, por ejemplo aproximadamente 50 µg/ml.  55 
 
El tampón de histidina tiene preferentemente entre pH 6,3 y pH 6,7, por ejemplo pH 6,5.  
 
El adyuvante puede usarse en aproximadamente 3,3 mg/ml (expresado como concentración Al3+) 
 60 
La bacteria de la que se preparan las VMEs es N. meningitidis. Dentro de N. meningitidis, puede usarse 

cualquiera de los serogrupos A, C, W135 e Y, pero es preferente preparar vesículas del serogrupo B. Las cepas 
preferentes dentro del serogrupo B son MC58, 2996, H4476 y 394/98.  

 
Para reducir la actividad pirogénica, es preferente que la bacteria tenga bajos niveles de endotoxina (LPS). 65 

Las bacterias mutantes adecuadas son conocidas, por ejemplo, Neisseria mutante [23]. Los procesos para preparar 
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membranas externas agotadas de LPs de bacterias Gram negativas se desvelan en la referencia 25.  
 
La bacteria puede ser una bacteria de tipo salvaje, o puede ser una bacteria recombinante. Las bacterias 

recombinantes preferentes sobreexpresan (en relación con la cepa de tipo salvaje correspondiente) inmunogenes 
tales como NspA, 287, 741, TbpA, TbpB, superóxido dismutasa [6], et. La bacteria puede expresar más de una 5 
proteína de membrana externa PorA de Clase I, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 ó 6 o subtipos de PorA: P1.7,16; P1.5,2; 
P1.19,15; P1.5c,10; P1.12,13; y P1.7h,4 (por ejemplo, refs. 26,27].  
 
Las vesículas 

 10 
Las VMEs se preparan a partir de la membrana externa de bacterias cultivadas. Pueden obtenerse de 

bacterias cultivadas en medio de cultivo en caldo o sólido, preferentemente separando las células bacterianas del 
medio de cultivo (por ejemplo, mediante filtración o mediante centrifugación a baja velocidad para formar bolitas de 
las células), lisando las células (sin detergente), y separando una fracción de membrana externa de moléculas 
citoplasmáticas (por ejemplo, mediante filtración, mediante precipitación diferencial o agregación de membranas 15 
externas y/o VMEs, mediante métodos de separación por afinidad usando ligandos que específicamente reconocen 
moléculas de membrana externa, o mediante centrifugación a alta velocidad que forma bolitas de membranas 
externas y/o VMEs).  

 
Las VMEs pueden distinguirse de microvesículas (MVs [28] y “VMEs nativas“ (“VMENs” [66], que son 20 

vesículas de membrana que ocurren de manera natural que se forman espontáneamente durante el crecimiento 
bacteriano y que se liberan en el medio de cultivo. Las MVs pueden obtenerse cultivando Neisseria en medio de 
cultivo de caldo, separando las células enteras del medio de cultivo de caldo (por ejemplo, mediante filtración o 
mediante centrifugación a baja velocidad para formar bolitas solamente de las células y no de las bulas más 
pequeñas), y después recogiendo las MVs que están presentes en el medio agotado de células (por ejemplo, 25 
mediante filtración, mediante precipitación diferencial o agregación de MVs, mediante centrifugación a alta velocidad 
que forma bolitas de MVs). Las cepas para uso en la producción de MVs pueden seleccionarse generalmente en 
base a la cantidad de MVs producidas en cultivo. Las referencias 29 y 30 describen Neisseria con alta producción de 
MV.   
 30 
Composiciones farmacéuticas inmunogénicas 

 
Para administración a un paciente, las vesículas se formulan como composiciones inmunogénicas, y más 

preferentemente como composiciones adecuadas para su uso como una vacuna en humanos (por ejemplo, niños o 
adultos). Las vacunas de la invención pueden ser profilácticas (es decir, para prevenir la infección) o terapéuticas (es 35 
decir, para tratar la enfermedad después de la infección), pero típicamente serán profilácticas.  

 
La composición de la invención es preferentemente estéril.  
 
La composición de la invención está preferentemente libre de pirógenos.  40 
 
La composición de la invención tiene generalmente un pH de entre 6,0 y 7,0, más preferentemente de entre 

6,3 y 6,9, por ejemplo 6,6±0,2. La composición está preferentemente amortiguada en este pH.  
 
Otros componentes adecuados para la administración humana se desvelan en la referencia 44.  45 
 
La composición comprende un adyuvante. El adyuvante es hidróxido de aluminio (incluyendo oxihidróxidos).  
 
Las vesículas en la composición de la invención estarán presentes en “cantidades inmunológicamente 

efectivas”, es decir, la administración de esa cantidad a un individuo, bien en una única dosis o como parte de una 50 
serie, es efectiva para el tratamiento o prevención de la enfermedad. Esta cantidad varía dependiendo de la salud y 
condición física del individuo a ser tratado, edad, el grupo taxonómico del individuo a ser tratado (por ejemplo, 
primate no humano, primate, etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, el 
grado de protección deseado, la formulación de la vacuna, la evaluación del doctor que lo está tratando de la 
situación médica, y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad corresponda a un rango relativamente 55 
amplio que puede determinarse mediante ensayos rutinarios. El tratamiento de la dosis puede ser un programa de 
una única dosis o un programa con múltiples dosis (por ejemplo, incluyendo la dosis de revacunación). La vacuna 
puede administrarse junto con otros agentes inmunoreguladores.  

 
Típicamente, las composiciones de la invención pueden administrarse directamente al sujeto. Los sujetos a 60 

ser tratados pueden ser animales; en particular, pueden tratarse sujetos humanos. Las vacunas son particularmente 
útiles para vacunar a niños y adolescentes.  

 
La composición puede comprender vesículas de más de un serosubtipo de N. meningitidis [28]. 

Similarmente, la composición puede comprender más de un tipo de vesícula, por ejemplo, MVS y VMEs.  65 
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Así como las vesículas, la composición de la invención puede comprender más antígenos. Por ejemplo, la 
composición puede comprender más de uno de los siguientes antígenos adicionales:  

 
- antígenos de Helicobacter pylori tal como CagA [67 a 70], VacA [71, 72], NAP [73, 74, 75], HopX [por ejemplo, 76], 
HOpY [por ejemplo, 76] y/o ureasa.  5 
- un antígeno sacárido de N. meningitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y, tal como oligosacárido desvelado en la ref. 77 
del serogrupo C [véase también ref. 78] o los oligosacáridos de la ref. 79.  
- un antígeno sacárido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 80, 81, 82]. 
- un antígeno de virus de hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 83, 84].  
- un antígeno de virus de hepatitis B, tal como los antígenos de superficie y/o núcleo [por ejemplo, 84, 85].  10 
- un antígeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (HAF) de B. 
pertussis, opcionalmente también en combinación con pertactina y/o aglutinógenos 2 y 3 (por ejemplo, refs. 86 y 87].  
- un antígeno de difteria, tal como un toxoide diftérico (por ejemplo, capítulo 3 de ref. 88] por ejemplo el mutante 
CRM197 [por ejemplo, 89].  
- un antígeno de tétano, tal como un toxoide tetánico [por ejemplo, capítulo 4 de ref. 108].  15 
- un antígeno sacárido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo 78]  
- un antígeno de virus de hepatitis C [por ejemplo 90].  
- un antígeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo 91, 92, 93, 94].  
- un antígeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo refs. 95 a 101].  
- un antígeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo 102]. 20 
- un antígeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo 103].  
- antígeno(s) de polio [por ejemplo 104, 105] tal como OPV o, preferentemente, IPV.  
- antígeno(s) de rabia [por ejemplo 106] tal como virus inactivado liofilizado [por ejemplo 107, RabAvert™].  
- antígenos de sarampión, paperas y/o rubeola [por ejemplo, capítulos 9, 10 y 11 de la ref. 108].  
- antígeno(s) de influenza (por ejemplo capítulo 19 de ref. 108], tales como proteínas superficiales de hemaglutinina 25 
y/o neuraminidasa.  
- un antígeno de Moraxella  catarrhalis [por ejemplo 109].  
- un antígeno de proteína de Streptococcus agalactiae (estreptococo grupo B) [por ejemplo 110, 111].  
- un antígeno sacárido de Streptococcus agalactiae (estreptococo grupo B).  
- un antígeno de Streptococcus pyogenes (estreptococo grupo A) [por ejemplo 111, 112, 113].  30 
- un antígeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo, 114].  
- un antígeno de Bacillus antrhacis [por ejemplo 115, 116, 117].  
- un antígeno de un virus en la familia flaviviridae (flavivirus género), tal como virus de fiebre amarilla, virus de 
encefalitis japonesa, cuatro serotipos de virus del dengue, encefalitis transmitida por garrapata, virus del Nilo 
occidental.  35 
- un antígeno pestivirus, tal como virus de fiebre porcina clásica, virus de diarrea viral bovina y/o virus de enfermedad 
de la frontera.  
- un antígeno de parvovirus, por ejemplo, de parvovirus B19.  
- una proteína priónica (por ejemplo, la proteína priónica CJD).  
- una proteína amiloide, tal como péptido beta [118] 40 
- un antígeno cancerígeno, tal como los listados en la Tabla 1 de ref. 119 o en las tablas 3 y 4 de la ref. 120.  

 
La composición puede comprender uno o más de estos antígenos adicionales.  
 
Los antígenos de proteína tóxicos pueden detoxificarse donde sea necesario (por ejemplo, detoxificación de 45 

toxina pertussis mediante medios químicos y/o genéticos [87]).  
 
Donde se incluye el antígeno de difteria en la composición es preferente también incluir antígeno de tétano 

y antígenos de pertussis. Similarmente, donde se incluye un antígeno de tétano es también preferente incluir 
antígenos de difteria y pertussis. Similarmente, donde se incluye un antígeno de pertussis es también preferente 50 
incluir antígenos de difteria y tétano. Por lo tanto, las combinaciones DTP son preferentes.  

 
Los antígenos de sacárido están preferentemente en forma de conjugados. Las proteínas transportadoras 

para los conjugados incluyen la proteína de membrana externa de N. meningitidis [121], péptidos sintéticos [121, 
123], proteínas de choque térmico [124, 125], proteínas de pertussis [126, 127], proteína D de H. influenzae [128], 55 
citoquinas [129], linfoquinas [129], hormonas [129], factores del crecimiento [129], toxina A y B de C. difficile [130], 
proteínas para absorción de hierro [131], etc. Una proteína transportadora preferente es el toxoide de difteria 
CRM197 [132].  

 
Los antígenos de serogrupo B de N. meningitidis también pueden añadirse a las composiciones VME. En 60 

particular, un antígeno de proteína tal como el desvelado en las refs. 133 y 139 puede añadirse.  
 
Los antígenos en la composición estarán típicamente presentes en una concentración de al menos 1 µg/ml 

cada uno. En general, la concentración de cualquier antígeno dado será suficiente para obtener una respuesta 
inmune contra ese antígeno.  65 
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Métodos de tratar a los pacientes 
 
La invención proporciona composiciones de la invención para su uso como medicamentos.  
 
Las composiciones de la invención pueden usarse en un método para provocar una respuesta inmune en 5 

un paciente, que comprende la administración a un paciente de una composición de la invención. La respuesta 
inmune es preferentemente protectora contra enfermedad meningocócica, y puede comprender  una respuesta 
inmune humoral y/o una repuesta inmune celular. El paciente es preferentemente un niño.  

 
El método puede provocar una respuesta de revacunación, en un paciente al que ya se ha sensibilizado 10 

contra N. meningitidis. Los regímenes de sensibilización/revacunación subcutáneos e intranasales para VMEs se 
desvelan en la ref. 65.  

 
La invención también proporciona el uso de una vesícula de la invención en la fabricación de un 

medicamento para provocar una respuesta inmune en un paciente. El medicamento es una composición 15 
inmunogénica como se ha definido anteriormente (por ejemplo, una vacuna). El medicamento es preferentemente 
para la prevención y/o tratamiento de una enfermedad causada por una Neisseria (por ejemplo, meningitis, 
septicemia, gonorrea, etc.).  

 
Los usos de la invención pueden implicar la administración de vesículas de más de un serosubtipo de N. 20 

meningitidis [por ejemplo, ref. 28].  
 

Definiciones 
 

Los términos “que comprende” significa “que incluye” así como “que consiste” por ejemplo, una composición 25 
“que comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.  

 
El término “aproximadamente” en relación con un valor numérico x significa, por ejemplo, x±10%.  
 
La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composición que está 30 

“sustancialmente libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Donde sea necesario, la palabra 
“sustancialmente” puede omitirse de las definiciones de la invención.  
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

 35 
Las Figuras 1 y 2 muestran la presencia/ausencia de (1) proteína “287” y (2) proteína “741” en bacterias 

(“TOT”) y vesículas de membrana externa (“VME”) preparadas a partir de las cepas MC58, H4476 y 394/98 de 
N.meningitidis. La flecha muestra la posición de “287” en la Figura 1 y “741” en la Figura 2.  
 
MODOS PARA REALIZAR LA INVENCIÓN 40 
 
La preparación VME 

 
Las VMEs se prepararon bien mediante los métodos “noruegos” de la técnica anterior (cepas H4476 y 

394/98) o mediante los siguientes procesos (cepa MC58):  45 
 

‐ Las bacterias de 2-5 placas se cosecharon en 10 ml de tampón 10mM Tris-HCl (pH 8,0) y se eliminaron con 
calor a 56ºC durante 45 minutos. Las muestras se sometieron después a ultrasonido sobre hielo (ciclo de 
trabajo 50 durante 10 minutos con la punta en 6/7) para afectar a las membranas.  

‐ Los restos celulares se retiraron mediante centrifugación a 5000 g durante 30 minutos a 4ºC, o 10000 g 50 
durante 10 minutos.  

‐ El sobrenadante se volvió a centrifugar a 50000 g durante 75 minutos a 4ºC. 
‐ La bolita se volvió a suspender en 7 ml de 2% N-lauroil sarcosinato (Sarkosyl) en 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

durante 20 minutos a temperatura ambiente para solubilizar las membranas citoplasmáticas.  
‐ La muestra se centrifugó a 10000 g durante 10 minutos para retirar las partículas y el sobrenadante se 55 

centrifugó a 75000 g durante 75 minutos a 4ºC. La muestra se lavó en 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) y se 
centrifugó a 75000 g durante 75 minutos.  

‐ La bolita se volvió a suspender en 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) o agua destilada. 
 
Las composiciones de bacterias y VME se probaron mediante ensayo de transferencia Western para la 60 

presencia de NspA, 287 y 741 (Figuras 1 y 2) y los resultados se resumen en la siguiente tabla:  
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
  

A diferencia de los métodos basados en detergente de la técnica anterior, por lo tanto, la ausencia de 10 
detergente da como resultado NspA que se retiene en VMEs y evita la pérdida de 287 y 741.  
 
Formulación de VMEs preparadas de cepa de Nueva Zelanda de MenB 

 
Las VMEs se prepararon de la cepa 394/98 serogrupo B de N. meningitidis. Éstas se formularon de dos 15 

manera diferentes, con componentes que tienen las siguientes concentraciones:  
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 

 
 
 
 
La formulación “B” resultó ser inmunológicamente superior a la formulación “A”. La formulación “B” difiere de 30 

la desvelada en la referencia 142 por tener la mitad de la concentración de VME, una mayor concentración de NaCl 
y un pH ligeramente diferente.  

 
Se entenderá que la invención se ha descrito solamente a modo de ejemplo y pueden hacerse 

modificaciones mientras permanezcan dentro del alcance de la invención.  35 
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Cepa Detergente NspA 287 741 

Bacteria VME Bacteria VME Bacteria VME 

MC58 - +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

H44/76 + +++ 
‐ [20]

+++ - +++ + 

394/98 + +++ n.d +++ ++ +++ + 

 Formulación “A” Formulación “B” 

VMEs 50 µg/ml 50 µg/ml 

Adyuvante de hidróxido de 

aluminio 

3,3 µg/ml 3,3 µg/ml 

Sacarosa 3% -- 

Tampón de histidina, pH 6,5 -- 5 mM 

Cloruro sódico -- 9 mg/ml 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una composición que comprende vesículas de membrana externa meningocócica, un adyuvante de hidróxido de 
aluminio, un tampón de histidina y cloruro sódico, donde: (a) la concentración de VMEs es inferior a 100 µg/ml; y/o 
(b) la concentración de cloruro sódico es superior a 7,5 mg/ml. 5 
 
2. La composición de la reivindicación 1 donde la concentración de cloruro sódico es superior a 8 mg/ml.  
 
3. La composición de la reivindicación 2 donde la concentración de cloruro sódico es 9 mg/ml.  
 10 
4. La composición de cualquier reivindicación precedente donde la concentración de VMEs es inferior a 75 µg/ml.  
 
5. La composición de la reivindicación 4 donde la concentración de VMEs es 50 µg/ml. 
 
6. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde el tampón de histidina tiene entre 15 
pH 6,3 y pH 6,7. 
 
7. La composición de la reivindicación 6 donde el tampón de histidina tiene pH 6,5. 
 
8. La composición de cualquier reivindicación precedente donde el adyuvante está presente en 3,3 mg/ml 20 
(expresado como concentración Al3+) 
 
9. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso como un medicamento.  
 
10. El uso de una vesícula de membrana externa meningocócica en la fabricación de un medicamento para provocar 25 
una respuesta inmune en un paciente, donde el medicamento también comprende un adyuvante de hidróxido de 
aluminio, un tampón de histidina y cloruro sódico, y donde: (a) la concentración de VMEs es inferior a 100 µg/ml; y/o 
(b) la concentración de cloruro sódico es superior a 7,5 mg/ml. 
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