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ES 2535080 T3

DESCRIPCION
Procesos de depuracion para la obtencién de cps de Estreptococos.
AMBITO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencion se encuentra en el ambito de los cultivos bacterianos y se refiere, preferentemente, a los
novedosos métodos de purificacién para mejorar la produccion de polisacaridos capsulares bacterianos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los polisacaridos capsulares (cps) son importantes inmundgenos que se hallan en la superficie de la bacteria
implicada en varias enfermedades bacterianas. Esta propiedad les ha llevado a ser un importante componente en el
disefio de las vacunas. Se ha demostrado su utilidad para desencadenar respuestas inmunes, especialmente
cuando estan vinculados a proteinas portadoras (ref. 1).

[0003] Habitualmente, los polisacaridos capsulares se producen utilizando cultivos discontinuos en medios
complejos (Estreptococo del grupo B, Estafilococo aureus, Estreptococo pneumoniae y Hemofilus influenzae) y
alimentan los cultivos discontinuos (H. influenzae) o continuos (Estreptococo del grupo B y Lactobacilo rhamnosus),
(refs. 2-7). La mayoria de los estudios utilizaron sistemas de cultivo discontinuos en los cuales la tasa de
crecimiento, los niveles de nutrientes y las concentraciones metabdlicas cambian durante la incubacion. En tales
sistemas, la alteracion de un factor se traduce en cambios en otros factores asociados con el crecimiento que
pueden afectar, de forma impredecible, a los rendimientos. Los cultivos continuos permiten al investigador separar y
definir los parametros que son interdependientes durante el crecimiento del cultivo discontinuo como, por ejemplo, la
tasa de crecimiento, las concentraciones de nutrientes y productos, asi como la densidad celular. Durante el cultivo
continuo, se afiade el medio fresco al cultivo a una tasa fijada y se extraen tanto las células como el medio a una
tasa que mantiene un volumen constante de cultivo. Se prefirid el cultivo continuo para la produccion de
polisacéridos capsulares cuando se demostré que dependia de las condiciones (ref. 8).

[0004] Para el Estreptococo del grupo B (S. agalactiae,GBS), la tasa de crecimiento celular se presenté como el
principal factor que regula la produccién de polisacaridos capsulares. Ademés, se mostré la produccion del tipo 11l de
polisacéridos capsulares para que se produjeran independientemente del nutriente limitante del crecimiento. Los
mayores rendimientos especificos (hasta, aproximadamente, 90 mg/g CDW) se obtuvieron cuando las células
soportaron un tiempo de duplicacion (td) de masa mas rapido (0,8, 1,4 6 1,6 h) en lugar de un tiempo mas lento (td=
2,6 u 11 h) (refs. 8-10).

[0005] Existe la necesidad de simplificar los protocolos de purificacién que pueden utilizarse en la produccion a gran
escala de polisacaridos capsulares postfermentivos. El enfoque se pone de manifiesto en el WO 2007/052168,
basado en el método divulgado en el WO 2006/082527, el cual incluye extraccion, precipitacion alcohdlica,
diafiltracion, tratamiento con detergente cationico y resolubilizacion. Este procedimiento es altamente eficiente vy,
habitualmente, brinda una preparacion para los polisacaridos capsulares que es pura en, aproximadamente, un 80%.
Sin embargo, la fase del tratamiento con detergente cationico se traduce en la precipitacion del polisacarido
capsular. La subsiguiente separacion del precipitado a partir del sobrenadante (p.ej., mediante centrifugacion) asi
como la resolubilizacion son laboriosas y pueden traducirse en la pérdida de polisacéridos capsulares, reduciéndose
asi su rendimiento. La eficiencia del tratamiento con detergente catiénico puede depender también de la pureza
inicial del polisacarido capsular. Cuanto menor sea la pureza inicial del polisacarido capsular, menos eficiente puede
ser el tratamiento con detergente catidénico y mas restrictivo su rendimiento. En consecuencia, existe la necesidad de
simplificar el procedimiento de purificacion, lo cual producira mayores niveles de pureza con un menor nimero de
complicadas y/o costosas fases de purificacion. Existe también la necesidad de un procedimiento de purificacion que
proporcione un buen rendimiento del polisacarido capsular, cualquiera que sea la pureza inicial del polisacérido.

RESUMEN DE LAS MATERIALIZACIONES DIVULGADAS

[0006] La invencion proporciona un método para purificar un polisacarido capsular a partir del Estreptococo
agalactiae y comprende una fase de filtracion utilizando para ello un filiro adherente, donde el método no incluye la
fase del tratamiento con detergente catidnico para precipitar el polisacarido capsular, seguida de una fase de
resolubilizacién del polisacarido capsular. El filtro adherente es uno de los que une los contaminantes que pueden
estar presentes en el polisacarido capsular , p.ej., las proteinas y/o los acidos nucleicos, mientras que permite que el
polisacarido capsular pase a través del filtro. Los inventores han descubierto que los filiros adherentes pueden
utilizarse para purificar los polisacaridos capsulares en lugar del tratamiento con detergente catiénico descrito en el
WO 2007/052168 y en el WO 2006/082527. El uso de un filtro adherente hace que sea indtil aplicar un detergente
catiénico, lo que significa que no hay precipitacion del polisacarido capsular en esta etapa del método. Esto, a su
vez, hace que sea inutil separar el precipitado del sobrenadante, simplificandose asi el método y previniendo
cualquier pérdida de polisacarido capsular que pueda producirse durante esta separaciéon. El uso de un filtro
adherente puede, en consecuencia, mejorar el rendimiento del método de purificacion. La eficiencia del filtro
adherente también depende menos de la pureza inicial del polisacarido capsular.
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[0007] El experto es capaz de identificar los filtros adherentes adecuados para utilizarlos en este método.
Habitualmente, el principal contaminante en el polisacarido capsular es la proteina y el filtro adherente es, en
consecuencia, un filiro de proteina adherente. Los inventores han descubierto que los filiros de carbono son
particularmente adecuados. Se componen, habitualmente, de carbono activado (p. ej., como el lecho de carbono
granular o como el bloque de carbono prensado o extrudido) que actia como filtro para la purificacién de la muestra.

[0008] EIl experto es capaz de identificar los filtros de carbono adecuados. Habitualmente y para su uso en la
presente invencion, un filtro de carbono contiene carbono activado inmovilizado en una matriz. La matriz puede ser
cualquier filtro poroso en un medio permeable para la muestra. La matriz puede estar compuesta de un material de
apoyo y/o un material aglutinante. El material de apoyo puede ser un polimero sintético o un polimero de origen
natural. Los polimeros sintéticos adecuados pueden contener poliestireno, poliacrilamida y polimetacrilato mientras
gue los polimeros de origen natural pueden contener celulosa, polisacarido, dextrano y agarosa. Habitualmente, el
material de apoyo polimérico presenta la forma de una red de fibra para proporcionar rigidez mecanica. El material
aglutinante puede ser una resina. La matriz puede tener la forma de una lamina de membrana. Habitualmente, el
carbono activado e inmovilizado en la matriz puede presentar la forma de un cartucho. Un cartucho es un organismo
independiente que contiene carbono activado en polvo, inmovilizado en la matriz y preparado con la forma de una
lamina de membrana. La lamina de membrana puede capturarse en un soporte de plastico permeable para formar
un disco. Opcionalmente, la lamina de membrana puede estar enrollada en espiral. Para incrementar el area de
superficie del filtro, se pueden apilar varios discos, uno encima de otro. En particular, los discos apilados uno encima
de otro tienen un tubo de nucleo central para recoger y extraer del filtro la muestra tratada con carbono. La
configuracién de los discos apilados puede ser lenticular. El carbono activado en el filtro de carbono puede derivarse
de diferentes materias primas, p. €j., turba, lignito, madera o cdscara de coco. Cualquier proceso conocido en la
ciencia como, por ejemplo, el vapor o los tratamientos quimicos pueden utilizarse para activar el carbono. En la
presente invencion, el carbono activado e inmovilizado en una matriz puede colocarse en una carcasa para formar
una unidad de filtro independiente. Cada unidad de filtro tiene su propia entrada y salida para que la muestra se
purifiqgue. Los ejemplos de unidades de filtro que se pueden utilizar en la presente invencion son los cartuchos de
carbono de Cuno Inc. (Meriden, EE. UU.) o Pall Corporation (East Hill, EE. UU).

[0009] En patrticular, los inventores han descubierto que los filtros CUNO zetacarbon™ son adecuados para su uso
en la invencion. Estos filtros de carbono se componen de una matriz de celulosa dentro de la cual el polvo de
carbono activado esté encerrado y la resina adherida en su sitio.

[0010] El material de partida para el método puede ser, en este aspecto de la invencién, uno de los materiales de
partida descritos en el apartado titulado "Material de partida" (véase mas abajo). El método puede componerse,
adicionalmente, de una o mas fases de las descritas en los apartados titulados " Precipitacion alcohdlica e
intercambio catiénico”, "Diafiltracion”, "Re-N-acetilacion”, "Mas diafiltracion”, "Preparacion de un conjugado " y/o
"Otras fases" (véase mas abajo). En consecuencia, una secuencia habitual de fases seria asi : i) una fase o fases
descritas en el apartado titulado "Precipitacion alcohdélica e intercambio cationico"; ii) una fase o fases descritas en el
apartado "Diafiltracion”; iii) una fase de filtracidn utilizando para ello un filtro adherente como el descrito arriba; iv)
una fase o fases descritas en el apartado titulado "Re-N-acetilacion” y v) una fase o fases descritas en el apartado
titulado "Més diafiltracion”. Este proceso puede entonces seguirse por una fase o varias fases de las descritas en el
apartado titulado "Preparacién de un conjugado”. Finalmente, este proceso puede seguirse por una fase o varias
fases de las descritas en el apartado titulado "Otras fases".

[0011] EI método omite las fases descritas en los apartados titulados "Tratamiento con detergente cationico " y
"Resolubilizacion”, descritos més abajo, porque el tratamiento con detergente catidnico para precipitar el polisacarido
capsular y la subsiguiente resolubilizacion del polisacarido no es necesaria cuando la filtracion se lleva a cabo
utilizando un filtro adherente en el método de la invencién. Por consiguiente, la invenciéon proporciona un método
especifico para purificar un polisacarido capsular a partir del Estreptococo agalactiae y comprende la fase de
filtracién, utilizando para ello un filtro adherente, donde el método no incluye una fase de tratamiento con detergente
catidnico para precipitar el polisacarido capsular, seguida de una fase de resolubilizacion del polisacarido capsular.

[0012] Los métodos pueden utilizarse para purificar los polisacaridos capsulares (cps) a partir del Estreptococo y
también en una escala de fabricacion. Las especies de Estreptococo o Estreptococo agalactiae se las conoce
también como Grupo B de Lancefield, Estreptococo o GBS, en particular, las cepas 090, H36b, CBJ111 o M781.

[0013] En la materializacion elegida, el método de produccion de un polisacarido capsular purificado incluye una o
méas de las siguientes fases: (a) consistente en proporcionar un aislamiento rudimentario que contiene un
polisacarido capsular; (b) extraccion de un precipitado de alcohol formado por el contacto entre el aislamiento
rudimentario y una solucion de alcohol; (c) filtracion para extraer los compuestos de peso molecular mas pequerio,
mientras se conserva el polisacarido capsular y (d) extraccion de los contaminantes proteinicos con un filtro de
proteina adherente para producir el polisacarido capsular purificado. En la materializacion elegida, el método incluye
todas las fases anteriores.
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[0014] En algunas materializaciones, se pueden realizar una o mas fases adicionales que incluyan (e) Re-N-
acetilacion el polisacarido capsular purificado, (f) la precipitacién del polisacarido capsular purificado y/o (g) la
formulacién de una vacuna que tenga como componente un polisacarido capsular.

[0015] En algunas materializaciones, se afiade la solucién de alcohol a una concentracion suficiente para precipitar
los contaminantes de acido nucleico pero no el polisacarido capsular. En las materializaciones elegidas, el etanol es
el alcohol que se afade preferiblemente a la concentracion entre, aproximadamente, un 10% y alrededor del 50% de
etanol, siendo preferible una concentracién de, aproximadamente, un 30% de etanol. La solucién de alcohol puede
contener, de manera opcional, un catién y, preferiblemente, un catién metalico o, mejor aun, un catién divalente,
siendo el calcio el mas recomendable.
[0016] En algunas materializaciones, el filtro de proteina adherente es un filtro de carbono activado.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0017]

La figura 1 muestra los polisacaridos capsulares que son GBS y objetivos potenciales de la vacuna.

La figura 2 es la representacion esquemética de un modelo propuesto para el enlace de los polisacéridos
capsulares (cps) y el Grupo B de carbohidratos de GBS.

La figura 3 muestra la estructura molecular de los polisacaridos capsulares (cps) serotipo-especificos de
GBS, del tipo la y del tipo Ib

La figura 3B muestra la estructura molecular de los serotipo-especificos de GBS, del tipo Il y del tipo V.
La figura 4 muestra el proceso de produccion de la vacuna glucoconjugada contra las GBS.

Las figuras eliminadas en las referencias 5-21 se refieren a la fermentacion del Estreptococo agalactia, tal y
como se expuso en el W02009081276.

La figura 22 muestra el perfil OD590nm de la puesta en marcha del primer pre-test de fermentacién de las
3 cepas: M781, H36b y 090, a escala de laboratorio.

La figura 23 muestra el perfil OD590nm de la puesta en marcha del segundo pre-test de fermentacion de
las 4 cepas: M781, H36b, 090 y CJB111, utlizando para ello un proceso simplificado. La primera
simplificacion extrajo tiamina, riboflavina, piridoxina HCI y niacinamida a partir de la solucién vitaminica. La
segunda simplificacion fue la modificacion de los parametros de las etapas de alimentacion durante la
fermentacion.

La figura 24 muestra el perfil OD590nm de la puesta en marcha del test de fermentacion de las 4 cepas:
M781, H36b, 090, CJB111.

La figura 25 muestra el espectro RMN 1H del tipo purificado de GBS, la polisacarida registrd 25° C. Se
reconoce algun hidrégeno en el espectro.

La figura 26 muestra el espectro RMN 1H del tipo Ib purificado de GBS, la polisacarida registré 25° C .Se
reconoce algun hidrégeno en el espectro.

La figura 27 muestra el espectro RMN 1H del tipo IlI purificado de GBS, la polisacérida registro 25° C .Se
reconoce algun hidrégeno en el espectro.

La figura 28 muestra el espectro RMN 1H del tipo V purificado de GBS, la polisacarida registr6 25° C .Se
reconoce algun hidrégeno en el espectro.

La figura 29 muestra un revestimiento de perfiles de elucién en una muestra de polisacérida y de acido
sidlico estandar (linea gris) a 0,5 mg/ml.

La figura 30 muestra un revestimiento de perfiles de elucién en una muestra de polisacarida y en una
muestra de polisacérida con ramnosa afiadida (linea gris).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MATERIALIZACIONES ELEGIDAS
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[0018] Los inventores han desarrollado un protocolo optimizado de purificacion para el polisacarido capsular a partir
del Estreptococo agalactiae el cual mejora significativamente las impurezas, mientras que se mantiene el protocolo
sencillo y econédmico para una escala de fabricacion.

[0019] La invencion comprende las fases de purificacion de los polisacaridos capsulares (cps) a partir de la bacteria
y la conjugacién del sacarido capsular con una proteina portadora para generar un conjugado sacarido-proteico
(véanse las figuras 1-2). Los polisacaridos capsulares (cps) purificados pueden someterse a las fases del
procesamiento posterior con el fin de elaborar preparados farmacéuticos. En las materializaciones elegidas, la
purificacién se llevara a cabo utilizando el protocolo mejorado de purificacion que se divulga aqui.

Estreptococo

[0020] El término Estreptococo alude al S. agalactiae (GBS). Preferiblemente, el serotipo seleccionado es: 1a, 1b, 3,
4 o0 5. Preferiblemente, las cepas de GBS utilizadas son 090 (1a), 7357 (1b), H36b (1b), DK21 (2), M781 (3), 2603
(5), 0 CIB111 (5). Véanse las figuras 3A-B.

[0021] Ademas, el cultivo utilizado en el método de la invencion puede ser homogéneo (p. €j., que consista en una
Unica especie o cepa de Estreptococo) o puede ser heterogéneo (p. €j., que comprenda dos 0 mas especies o cepas
de Estreptococo) Preferiblemente, el cultivo es homogéneo.

[0022] EI Estreptococo empleado puede ser un tipo de cepa silvestre o puede estar modificado genéticamente. Por
ejemplo, puede modificarse para producir polisacéridos capsulares antinaturales o polisacaridos heter6logos o para
incrementar el rendimiento.

Preparacién de polisacéarido

[0023] Los métodos para preparar polisacaridos capsulares a partir de la bacteria son bien conocidos en la ciencia,
p. €j., véanse las referencias 15, 16, 17, etc. Se pueden utilizar los siguientes métodos para las GBS (véase también
la ref. 18). En particular, se utilizan los métodos de la invencidn para purificar un polisacérido capsular. Tal y como se
expone mas arriba, estos métodos de la invencién pueden incluir una o mas de las siguientes fases:

Material de partida

[0024] Generalmente, se libera una pequefia cantidad de polisacérido capsular dentro del medio de cultivo durante
el crecimiento bacteriano y asi el material de partida puede, por tanto, ser el sobrenadante a partir del cultivo
centrifugado bacteriano. Es més habitual, sin embargo, que el material de partida se prepare mediante el tratamiento
de las propias bacterias capsuladas (o del material que contiene peptidoglicano bacteriano). Los polisacaridos
capsulares (cps) pueden liberarse de la bacteria mediante varios métodos, incluido el tratamiento quimico, fisico o
enzimatico. Por tanto, una preparacion acuosa de polisacarido puede tratarse antes de la reaccion de la precipitacion
proteica- &cido nucleica inicial.

[0025] La extraccion de base (ref. 19) es un tratamiento quimico habitual (p ej., utilizando hidréxido de sodio), que
puede transformar el enlace de fosfodiéster entre el polisacarido capsular y el eje central del peptidoglicano. Como
tratamiento de base se des-N-acetila el sacarido capsular, sin embargo, la Re-N-acetilacién puede ser necesaria
mas tarde.

[0026] Un tratamiento enzimatico habitual implica el uso de ambas enzimas: mutanolysin y [I]-N-
acetylglucosaminidase (ref. 20).Estas actlan en el peptidoglicano bacteriano para liberar el sacérido capsular, para
su posterior uso con la invencion pero también conducen a liberarlo del grupo especifico de antigenos carbohidratos.
Un tratamiento enzimatico alternativo implica un tratamiento con enzimas fosfodiesterasas del tipo Il (PDE2). Las
enzimas PDE2 pueden desintegrar los mismos fosfatos como hidréxido de sodio (véase mas arriba) y pueden liberar
el sacarido capsular sin desintegrar el grupo especifico de antigenos carbohidratos y sin des-N-acetilar el sacarido
capsular, simplificando, asi, las fases posteriores. En consecuencia, las enzimas PDE2 son la opcién elegida para la
preparacion de sacaridos capsulares.

[0027] Un material de partida elegido para el proceso de la invencién es el polisacarido capsular de-N-acetilado, el
cual puede obtenerse mediante extraccion de base como la descrita en el US 6248570 (ref. 19). Otro material de
partida elegido es el producto del tratamiento PDE2 del Estreptococo. Tales materiales pueden estar sujetos a
concentracion (p. ej., ultrafiltracion), antes de la precipitacion, tal y como se menciona mas abajo.

[0028] EI material de partida puede estar sujeto a la precipitacién alcohdlica de las proteinas contaminantes y/o
acido nucleicos, tal y como se describe mas abajo.

Precipitacién alcohdélica e intercambio cationico
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[0029] El sacarido capsular Estreptococo obtenido tras su cultivo serd, generalmente, impuro y estara contaminado
con acidos nucleicos bacterianos y con proteinas. Estos contaminantes pueden extraerse mediante tratamientos
nocturnos secuenciales, con RNasa, DNasa y proteasa. Sin embargo, como alternativa elegida, en lugar de extraer
estos contaminantes enzimaticamente, se puede utilizar la precipitacion alcohdlica. Si fuera necesario (p. €j., tras la
extraccion de base), los materiales seran, normalmente, neutralizados antes de la precipitacion.

[0030] El alcohol utilizado para precipitar los acidos nucleicos contaminantes y/o proteinas es, preferiblemente, un
alcohol de baja graduacion como el metanol, etanol, propan-l-ol, propan-2-ol, butan-l-ol , butan-2-ol, 2-
methylpropan-1-ol, 2-methylpropan-2-ol, dioles, etc. La seleccion de un alcohol apropiado puede probarse
empiricamente, sin una carga excesiva, pero se prefieren los alcoholes como el etanol e isopropanol (propan-2-ol),
en lugar de los alcoholes como el fenol.

[0031] El alcohol se afiade, preferiblemente, a la suspension de polisacarido para generar una concentracion final de
alcohol de entre un 10% y un 50% (p. €j., en torno al 30%). Las concentraciones mas aptas son aquellas que
alcanzan una precipitacién adecuada de contaminantes, sin tampoco precipitar el polisacarido. La concentracion
Optima final de alcohol puede depender del serotipo bacteriano a partir del cual se obtiene el polisacarido y puede
determinarse mediante experimentos rutinarios, sin una carga excesiva. Se ha observado que la precipitaciéon de
polisacéridos como las concentraciones de etanol es superior al 50%.

[0032] Se puede afiadir el alcohol puro o en forma diluida, con un solvente miscible (p. €j., el agua). Se prefieren los
preparados de solventes de etanol: preparados de agua con una proporcién de entre unos 70:30 y en torno al 95:5
(p.€j., 75:25, 80:20, 85:15, 90:10).

[0033] El sacarido también se puede tratar con un cation metalico y acuoso. Se prefieren los cationes metélicos
monovalentes y divalentes y, particularmente, los cationes divalentes como el Mg, Mn, Ca, etc, ya que son mas
eficientes y cuentan con una formacion compleja. Los iones calcio son particularmente aptos y, por tanto, el
preparado de alcohol contiene, preferiblemente, iones calcio solubles. Estos pueden afiadirse al preparado de
sacarido/alcohol en forma de sales de calcio o bien afiadirse en forma solida o acuosa. Los iones calcio se obtienen,
preferiblemente, mediante el uso de cloruro de calcio.

[0034] Los iones calcio estan, preferiblemente, presentes en una concentracion final de entre 10 y 500 mM (p. €j.,
alrededor de 0,1 M).La concentracion 6ptima final de Ca puede depender de la cepa del Estreptococo y del serotipo
a partir del cual se obtiene el polisacarido y puede determinarse mediante experimentos rutinarios sin carga
excesiva.

[0035] Tras la precipitacion alcohdlica de las proteinas contaminantes y/o los &cidos nucleicos, el polisacarido
capsular se queda en la solucién. El material precipitado puede separarse del polisacarido mediante cualquier
recurso adecuado como la centrifugacion. El sobrenadante puede estar sujeto a la microfiltracion y, en particular, a la
filtracion de punto muerto (filtracién perpendicular) con el fin de extraer las particulas que pueden obstruir los filtros
en las dltimas fases (p. €j., las particulas precipitadas con un didmetro de mas de 0,22 mm). Como alternativa a la
filtracion de punto muerto, se puede utilizar la microfiltracion tangencial. Por ejemplo, puede utilizarse la
microfiltracion tangencial que utiliza 0,2 mm de membrana de celulosa. Habitualmente, la fase de microfiltracion
tangencial va seguida de la filtracion que utiliza un filtro de 0.45/0.2 mm.

Diafiltracion

[0036] Puede utilizarse la fase de diafiltracion. Por ejemplo, si el método incluye la precipitacion alcohdlica y el
intercambio cati6nico descritos mas arriba, entonces esta fase puede llevarse a cabo tras la precipitacion de
proteinas y/o acido nucleicos. En los métodos de la invencion que incluyen la filtracion en la que se utiliza un filtro
adherente, p. €j., filtracion con un filtro de proteina adherente, esta fase de diafiltracion puede llevarse a cabo antes
de esa filtracion. Habitualmente, se utiliza la fase de diafiltracion tras la precipitacion de las proteinas y/o acidos
nucleicos y antes de la filtracion en la que se utiliza un filtro adherente, p. €j., un filtro de proteina adherente.

[0037] T La fase de diafiltracién es particularmente beneficiosa si se utiliza la extraccién de base o fosfodiesterasa
para liberar el sacarido capsular, ya que el grupo especifico de sacaridos también habra venido siendo hidrolizado
para generar fragmentos mucho mas pequefios que el sacarido capsular intacto. Estos pequefios fragmentos
pueden extraerse mediante la fase de diafiltracion.

[0038] .Es habitual la diafiltracion a flujo tangencial. La membrana de filtracién deberia ser, por tanto, aquella que
permita el paso de los productos de la hidrélisis del grupo especifico de antigenos, mientras se conserva el
polisacérido capsular. Es habitual un corte en el intervalol0 kDa-30 kDa. Pueden utilizarse tamafios de corte
menores ya que los fragmentos de hidrodlisis del grupo especifico de antigenos son, generalmente, de alrededor de 1
kDa (sacaridos 5-mer, 8-mer y 1l1-mer) pero el mayor corte permite extraer de manera beneficiosa otros
contaminantes, sin conducir por ello a la pérdida del sacarido capsular.
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[0039] Normalmente se realizan al menos 5 ciclos de diafiltracién a flujo tangencial, p. €j., 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 mas.
Habitualmente, se realizan dos ciclos de diafiltracion a flujo tangencial. Entre el primer y segundo ciclo, el material
retenido del primer ciclo de diafiltracion puede tratarse con una solucion de é&cido acético/acetato sddico. La
suspension resultante puede filtrarse para extraer el precipitado, p. €j., utilizando para ello un filtro de 0,45 mm.
Ademas, la suspension también puede filtrarse utilizando para ello un filtro de 0,2 mm.

[0040] La diafiltracion puede ir seguida de otra filtracién, utilizando para ello un filtro de 0,45/0,2 mm.
Tratamiento con detergente catiénico

[0041] En la ciencia se conocen muchas técnicas para precipitar polisacaridos solubles, por ejemplo el sacarido
puede precipitarse utilizando uno o mas detergentes catiénicos, aunque esta invencion excluye la precipitacion con
detergente. El tratamiento de un preparado de sacarido capsular y de sacarido del grupo especifico con un
detergente cati6nico da lugar a una precipitacion preferente del sacarido capsular, minimizando asi, beneficiosa y
convenientemente, la contaminacion por los sacéaridos del grupo especifico.

[0042] Los detergentes elegidos son las sales de detetrabutilamonio y de cetiltrimetilamonio (por ejemplo, las sales
de bromuro). Se prefiere, particularmente, el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (ref. 21). EI CTAB también se
conoce como bromuro de hexadeciltrimetilamonio,bromuro de cetrimonio, Cetavion y Centimide. Otros detergentes
contienen bromuro de hexadimetrina y sales de miristiltrimetilamonio.

Resolubilizacién

[0043] Tras la fase de precipitacion con detergente, el polisacarido (habitualmente en forma de un complejo con el
detergente catiénico) puede ser resolubilizado, bien en un medio acuoso o bien en un medio alcohdlico. Para la
resolubilizacién acuosa, el cation CTA del precipitado serd, generalmente, sustituido por un cation metalico; para la
resolubilizacién alcohdlica, el catién CTA , generalmente, se conservara. La eleccion de una resolubilizacién acuosa
0 alcohdlica puede depender del serotipo del GBS a partir del cual se obtiene el polisacérido y de cualquier
contaminante todavia presente en esta etapa. Por ejemplo, a veces hay pigmentos en el sedimento precipitado y
éstos pueden extraerse de forma eficaz mediante la resolubilizacién alcohdlica, seguida de una filtracién a través de
carbono.

[0044] Un medio acuoso tipico para la resolubilizacion incluird un catién metalico. Se prefieren los cationes metalicos
monovalentes y divalentes y, particularmente, los cationes divalentes, como Mn, Ca, etc. Los iones de calcio son
particularmente aptos y, por tanto, la resolublizacion utiliza preferiblemente Ca, aportado mediante el uso de cloruro
célcico. Se prefiere una concentracion de Ca de entre 10 y 500 mM (p. ej., de, aproximadamente, 0,1 M). La
concentracién optima final de Ca puede depender del serotipo del Estreptococo a partir del cual se obtiene el
polisacérido y puede determinarse mediante experimentos rutinarios, sin una carga excesiva.

[0045] Un medio alcohdlico habitual para la resolublizacién se basa en etanol. Pueden utilizarse los mismos
alcoholes utilizados para la precipitacion de los &cidos nucleicos y/o de las proteinas pero la concentracion requerida
para la precipitacion del sacarido capsular sera, generalmente, mayor, p. €j., se afiade, preferiblemente, alcohol para
generar una concentracion final de alcohol de entre el 70% y el 95% (p. €j., de alrededor del 70%, 75%, 80%, 85%,
90% o del 95%). La concentracion final 6ptima de alcohol puede depender del serotipo del Estreptococo a partir del
cual se obtiene el polisacarido. Para alcanzar mayores concentraciones de alcohol, se prefiere, entonces, afiadir un
alcohol con un bajo contenido en agua, p. €j., 96% de etanol.

[0046] Habitualmente, la resolublizacién se producira a temperatura ambiente. Preferiblemente, se evitan las
condiciones acidas y la resolublizacion tendra lugar, habitualmente, a, aproximadamente, un pH 7.

[0047] El material resolubilizado esta altamente purificado con respecto a la suspension previa a la precipitacion.
Filtracién con un filtro adherente

[0048] T La purificacién de los polisacaridos capsulares incluye una fase de filtracion utilizando un filtro adherente. El
filtro puede extraer proteinas y/o contaminantes de ADN. El filtro puede ser un filtro de proteina adherente al cual se
adhieren las proteinas y/o los ADN pero al cual los polisacaridos capsulares no se adhieren o solo lo hacen
débilmente. El ejemplo elegido de dicho filtro es el filtro de carbono. Los filtros adherentes adecuados se describen
mas arriba.

[0049] La filtracidon que utiliza un filtro adherente puede ir seguida de otra filtracién utilizando para ello un filtro de
0,45/0,2 mm.

Re-N-acetilacion
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[0050] La fase de Re-N-acetilacién puede llevarse a cabo, por ejemplo, tras la fase de filtracion utilizando para ello
un filtro adherente o, si la hay, otra fase de filtracion. La Re-N-acetilacion puede ser beneficiosa si los residuos acido
sidlicos en los sacaridos capsulares de GBS han sido de-N- acetilados, por ejemplo, durante el tratamiento de base
descrito mas arriba.La re-Nacetilacion controlada puede realizarse convenientemente utilizando un reactivo como el
anhidrido acético (CH3CO)20, p.ej., en 5% de bicarbonato de amonio [Wessels et al. (1989) Infect Immun 57:1089-
94].

Further diafiltration

[0051] Puede llevarse a cabo otra fase de diafiltracién, por ejemplo, tras la Re-N-acetilacion. La diafiltracion puede
llevarse a cabo tal y como se describe mas arriba, en el apartado titulado "Diafiltracion".

[0052] La diafiltracion puede ir seguida de otra filtracién utilizando para ello un filtro de 0,45/0,2 mm.

Material final

[0053] Finalmente, el polisacarido se prepara, preferiblemente, como un polvo seco, listo para su conjugacion.
Preparaciéon de un conjugado

[0054] Después del cultivo de las bacterias y de la preparacion de los polisacaridos capsulares, los sacaridos se
conjugan con proteina(s) portadora(s). En general, la conjugacion covalente de los sacéridos con portadores mejora
la inmunogenicidad de los sacaridos ya que los convierte desde su forma de antigenos T independientes a antigenos
T dependientes , permitiendo, por tanto, el cebado de la memoria inmunoldgica. La conjugacion es particularmente
apta en vacunas pediatricas (p. €j., ref. 22) y es una técnica bien conocida (p. ej.,revisada en las refs. 23 a 31).

[0055] Las proteinas portadoras elegidas son las toxinas o toxoides bacterianos, como el toxoide diftérico o el
toxoide tetanico. Se prefiere, particularmente, el mutante CRM197 de la toxina diftérica (refs. 32 — 34) ya que es un
toxoide diftérico. Otras proteinas portadoras adecuadas contienen la proteina de la membrana externa de
N.meningitidis (ref. 35), péptidos sintéticos (refs. 36, 37), proteinas de choque térmico (refs. 38, 39), proteinas
tosferinicas (refs. 40, 41), citocinas (ref. 42), linfocinas (ref. 42), hormonas(ref. 42), factores de crecimiento(ref. 42) y
proteinas artificiales que comprenden multiples epitopos de células T CD4 humanas procedentes de diversos
antigenos derivados de patdgenos (ref. 43), como N19 (ref. 44), la proteina D de H. influenzae (refs.45, 46), la
proteina de superficie de Neumococos PspA (ref .47),neumolisina (ref.48), proteinas de captacién de hierro (ref. 49),
la toxina A o B de C. difficile (ref. 50), una proteina de un GBS (véase mas abajo) (ref. 51), etc. La adhesion al
portador se hace, preferiblemente, a través de un grupo -NH2, p. €j., en la cadena lateral de un residuo de lisina de
una proteina portadora o de un residuo de arginina. Cuando un sacérido tiene un grupo aldehido libre ,entonces éste
puede reaccionar con una amina del portador para formar un conjugado mediante aminaciéon reductora. Dicho
conjugado puede crearse utilizando una aminacion reductora que implica una galactosa oxidada de sacarido (a partir
de la cual se forma un aldehido) y una amina del portador o del enlazador. La adhesién también puede hacerse a
través de un grupo -SH, p. €j., en la cadena lateral de un residuo de cisteina.

[0056] Es posible usar mas de una proteina portadora, p. €j., para reducir el riesgo de supresion de la portadora. Por
tanto, pueden utilizarse diferentes proteinas portadoras para diferentes cepas o serotipos de Estreptococo, p. €j., los
sacéridos del serotipo de GBS la podrian conjugarse con la CRM197, mientras que los sacéaridos del serotipo Ib
podrian conjugarse con el toxoide tetdnico. También es posible utilizar mas de una proteina portadora para un
antigeno de sacarido en particular, p. ej., los sacéaridos del serotipo lll podrian estar en dos grupos: algunos
conjugados con la CRM197 y otros conjugados con el toxoide tetanico. En general, sin embargo, se prefiere utilizar
la misma proteina portadora para todos los sacéridos.

[0057] Una udnica proteina portadora podria ser portadora de mas de un antigeno de sacarido (refs. 52, 53). Por
ejemplo, una Unica proteina portadora podria tener sacéridos conjugados de los serotipos la y Ib. Para alcanzar este
objetivo pueden mezclarse diferentes sacaridos antes de la reaccion de conjugacion. En general, sin embargo, se
prefiere tener conjugados separados para cada serogrupo, de forma que se mezclen los diferentes sacaridos
después de la conjugacioén. Los conjugados separados también pueden basarse en el mismo portador.

[0058] Se prefieren los conjugados con una proporcion de sacarido proteina (p/p) de entre un exceso de proteina (p.
€j,, 1:5) y un exceso de sacarido (p. €j., 5:1). Se prefieren las proporciones de entre 1:2 y 5:1, como las proporciones
de entre 1:1,25 y 1:2,5. También se prefieren las proporciones de entre 1:1 y 4:1. Con cadenas de sacarido mas
largas, es habitual un exceso de peso del sacérido. En general, la invencién proporciona un conjugado que
comprende un Estreptococo, preferiblemente una fraccion del sacarido capsular de S. agalactiae unida a un
portador, donde la proporcién de peso del sacarido portador es de al menos 2:1.

[0059] Las composiciones pueden contener una pequefia cantidad del portador libre. Cuando hay una proteina
portadora dada, tanto en forma libre como conjugada, en una composicion de la invencion, la forma no conjugada
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supone, preferiblemente, no mas del 5% de la cantidad total de la proteina portadora de la composicién, considerada
como un todo, y esta presente, sobre todo, en menos del 2% en peso.

[0060] Puede utilizarse cualquier reaccion de conjugacion adecuada con cualquier enlazador adecuado, cuando ello
sea necesario.

[0061] Habitualmente, el sacéarido estara activado o funcionalizado antes de la conjugacién. La activacion puede
implicar, por ejemplo, reactivos cianilantes como el CDAP (p. €j., tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino piridinio
(refs. 54, 55, etc.). Otras técnicas adecuadas utilizan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, acido p-
nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC y TSTU (véase también la introduccién a la referencia 29).

[0062] Los enlaces a través de un grupo enlazador pueden realizarse utilizando cualquier procedimiento conocido,
por ejemplo, los procedimientos descritos en las referencias 56 y 57. Un tipo de enlace implica la aminacion
reductora del polisacarido, el acoplamiento del grupo amino resultante con un extremo de un enlazador de &cido
adipico y, después, el acoplamiento de una proteina al otro extremo del grupo enlazador del acido adipico (refs. 27,
58, 59). Otros enlazadores contienen B-propionamido (ref. 60), nitrofeniletilamina (ref. 61), haluros de haloacilo (ref.
62), enlaces glucosidicos (ref. 63), acido 6-aminocaproico (ref. 64), ADH (ref. 65), fracciones de C4 a C12 (ref. 66),
etc. Como alternativa al uso de un grupo enlazador puede utilizarse un enlace directo. Los enlaces directos con la
proteina pueden comprender la oxidacion del polisacarido, seguida de una aminacién reductora con la proteina,
segun se describe, por ejemplo, en las referencias 67 y 68.

[0063] Se prefiere un proceso que implica la introducciéon de grupos amino en el sacarido (p. €j., sustituyendo los
grupos =0 terminales por -NH2), seguido de la derivacion con un diéster adipico (p. €j., Nhidroxisuccinimido diéster
del acido adipico) y la reaccion con una proteina portadora. Otra reaccion elegida utiliza la activacién del CDAP con
una proteina D portadora.

[0064] Tras la conjugacion, pueden separarse los sacéridos libres y conjugados. Hay muchos métodos adecuados
gue incluyen cromatografia hidrofoba, ultrafiltracion tangencial, diafiltracion, etc. (véanse también las refs.69 & 70,
etc.).

[0065] Cuando la composiciéon de la invencion contiene un oligosacérido despolimerizado, se prefiere que la
despolimerizacion preceda a la conjugacion, p. €j., que sea antes de la activacion del sacarido.

[0066] En el método de conjugacion elegido, se hace reaccionar un sacéarido con dihidracida de &cido adipico. Para
el serogrupo A, también puede afiadirse carbodiimida en esta etapa. Después de un periodo de reaccion, se afiade
cianoborohidruro sodico. Entonces puede prepararse el sacarido derivado, p. ej, mediante ultrafiltracion.

[0067] Entonces el sacérido derivado se mezcla con la proteina portadora (p. €j., con un toxoide diftérico) y se afiade
la carbodiimida. Tras un periodo de reaccién puede recuperarse el conjugado.

Otras fases

[0068] Ademas de las fases que incluyen y que estan descritas méas arriba, los métodos de la invencion pueden
incluir fases adicionales. Por ejemplo, los métodos pueden incluir una fase de despolimerizacion de los sacaridos
capsulares, después de que se hayan preparado a partir de las bacterias pero antes de la conjugacion. La
despolimerizacién reduce la longitud de la cadena de los sacéridos y puede no ser buena para los GBS. Para los
Estreptococos, especialmente los GBS, los sacaridos mas largos tienden a ser mas inmundgenos que los cortos (ref.
71).

[0069] Tras la conjugacion, puede medirse el nivel de proteina portadora no conjugada. Una forma de hacer esta
medicidn implica una electroforesis capilar (ref. 72) (p. €j., en solucion libre) o una cromatografia electrocinética
micelar (ref. 73).

[0070] Tras la conjugacion, puede medirse el nivel de sacarido no conjugado. Una forma de hacer esta medicion
implica una HPAEC-PAD (ref. 69).

[0071] Tras la conjugacion, puede utilizarse una fase en la que se separa el sacarido conjugado del sacarido no
conjugado. Una forma de separar estos sacdaridos es utilizar un método que precipite, selectivamente, un
componente. Se prefiere la precipitacion selectiva del sacarido conjugado para dejar el sacarido no conjugado en

la solucion, p. ej., mediante un tratamiento con deoxicolato (ref. 69).

[0072] Tras la conjugacion, puede llevarse a cabo una fase de medicién del tamafio molecular y/o de la masa molar
de un conjugado. En particular, pueden medirse las distribuciones. Una forma de realizar estas mediciones implica
una cromatografia de exclusion por tamafios, con deteccién mediante fotometria de dispersion de la luz en angulos
multiples y refractometria diferencial (SEC/MALS/RI) (ref. 74).
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Combinaciones de conjugados

[0073] Los conjugados individuales pueden prepararse, tal y como se describe mas arriba, para cualquier serogrupo
del Estreptococo.

[0074] Entonces, pueden mezclarse los conjugados individuales con el fin de proporcionar un preparado polivalente.

[0075] También es posible mezclar un numero seleccionado de conjugados para proporcionar un preparado
bivalente, trivalente, tetravalente, pentavalente, hexavalente, heptavalente o undecavalente.

[0076] Los conjugados se preparan, preferiblemente, a partir de uno o mas de los serogrupos la, Ib o Ill.

[0077] Los conjugados pueden mezclarse afiadiéndolos individualmente a una solucién tamponada. La solucién
elegida es la solucion salina fisiol6gica tamponada con fosfato (concentracion final de fosfato sédico de 10 mM).La
concentracion elegida de cada conjugado (medido como sacérido) en el preparado final es de entre 1 y 20 mg/ml, p.
ej., de entre 5y 15 [1g/ml como, por ejemplo, alrededor de 8 [1g/ml. En esta etapa puede afiadirse un coadyuvante
opcional de sal de aluminio (p. €j., para generar una concentracion final de Al3+ de entre 0,4 y 0,5 mg/ml).

[0078] Tras la mezcla, se pueden filtrar los conjugados mixtos, ya esterilizados.
Composiciones farmacéuticas

[0079] Los conjugados preparados mediante los métodos de la invencién pueden combinarse con portadores
farmacéuticamente aceptables. Tales portadores incluyen cualquier portador que no induzca por si mismo la
produccioén de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicién. Los portadores adecuados son,
habitualmente, grandes macromoléculas metabolizadas lentamente como, por ejemplo, proteinas, polisacaridos,
acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, sacarosa, trehalosa,
lactosa y agregados lipidicos (como, por ejemplo, gotitas de aceite o liposomas). Tales portadores son bien
conocidos por los expertos habituales en la ciencia. Las vacunas también pueden contener diluyentes, como el agua,
solucién salina, glicerol, etc. Adicionalmente, puede haber sustancias auxiliares como, por ejemplo, los agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares. Un portador habitual es una solucién
salina fisiologica, tamponada con fosfato, libre de pirégenos y esterilizada. Un exhaustivo analisis de los excipientes
farmacéuticamente aceptables esta disponible en la referencia 75.

[0080] Las composiciones pueden incluir un antimicrobiano, particularmente si estan envasadas en un formato de
dosis multiples.

[0081] Las composiciones pueden comprender un detergente, p. €j., un Tween (polisorbato) como, por ejemplo, el
Tween 80 (TM). Los detergentes estan generalmente presentes a un nivel bajo (p. €j., > 0,01%).

[0082] Las composiciones pueden incluir sales de sodio (p. €j., cloruro sodico) para aportar tonicidad. Es habitual
una concentracion de NaCl de 1062 mg/ml.

[0083] Las composiciones incluiran, generalmente, un tampén. Es habitual un tampén fosfato.

[0084] Las composiciones pueden componerse de un alcohol de azucar (p. ej., manitol) o un disacérido (p. €j.,
sacarosa o trehalosa), p. ej., alrededor de 15 -30 mg/ml (p. €j., 25 mg/ml), particularmente si se van a liofilizar o si
incluyen un material que ha sido reconstituido a partir de material liofilizado. El pH de una composiciéon para
liofilizacion puede ajustarse hasta alrededor de 6,1 antes de la liofilizacion.

[0085] Los conjugados pueden administrarse junto con otros agentes inmunorreguladores. En particular, las
composiciones incluiran, normalmente, un coadyuvante de vacuna. Los adyuvantes que pueden utilizarse en las
composiciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a:

A. Composiciones que contienen minerales

[0086] Las composiciones que contienen minerales adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion
incluyen sales minerales como, por ejemplo, sales de aluminio y sales de calcio (o preparados de las mismas). La
invencion incluye sales minerales como, por ejemplo, hidroxidos (p. ej., oxihidréxidos), fosfatos (p. €j.,
hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. (véanse los capitulos 8 y 9 de la ref. 76) o preparados de diferentes
compuestos minerales, de manera que los compuestos adopten cualquier forma adecuada (p. €j., gel, cristalina,
amorfa, etc.) siendo preferible la adsorcion. Las composiciones que contienen minerales también pueden formularse
como unas particulas de sal metélica (ref. 77).
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[0087] Se prefieren, particularmente, los fosfatos de aluminio, sobre todo en composiciones que incluyen un
antigeno de sacarido de H. influenzae y un coadyuvante habitual como es el hidroxifosfato de aluminio amorfo, con
una proporcién molar PO4/Al de entre 0,84 y 0,92 que incluye 0,6 mg Al3+/ml.

[0088] La adsorcion con una baja dosis de fosfato de aluminio puede utilizarse, p. €j., entre 50 y 100 [ g de Al3+ por
conjugado y por dosis. Cuando hay mas de un conjugado en una composicién, no es necesario adsorber todos los
conjugados.

[0089] Las sales de calcio contienen fosfato de calcio (p. €j., las particulas CAP divulgadas en al referencia 258) Las
sales de aluminio contienen hidréxidos, fosfatos, sulfatos, etc., con sales que adoptan cualquier forma adecuada (p.
ej., gel, cristalina, amorfa, etc.). Es preferible la adsorcion de estas sales. Las composiciones que contienen
minerales también pueden formularse como unas particulas de sal metdlica (ref. 77). Los adyuvantes de sal de
aluminio se describen con mas detalle mas abajo.

[0090] Pueden utilizarse los adyuvantes conocidos como hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio. Estos son los
nombres convencionales pero solo se utilizan por comodidad ya que no es una descripcién precisa de los actuales
compuestos quimicos que estan presentes (p. €j., véase el capitulo 9 o la referencia 76). La invencion puede utilizar
cualquiera de los adyuvantes de hidréxido o fosfato de uso general.

[0091] Los adyuvantes conocidos como hidréxido de aluminio son, habitualmente, sales de oxihidréxidos de aluminio
gque, normalmente, son, al menos parcialmente, cristalinas. El oxihidréxido de aluminio, que puede representarse
mediante la féormula AIO(OH), puede distinguirse de otros compuestos de aluminio como, por ejemplo, el hidréxido
de aluminio Al(OH)3, mediante espectroscopia infrarroja (IR), en particular, por la presencia de un banda de
adsorcion de 1070cm-1 y un arcén resistente de 3090-3100cm-1 (capitulo 9 de la ref. 76). El grado de cristalinidad
de un adyuvante de hidréxido de aluminio se refleja a través de la anchura de la banda de difraccion a media altura
(WHH), con particulas escasamente cristalinas que muestran una mayor ampliacion de la linea debido a los
pequefios tamafios de las cristalitas. La zona de la superficie se incrementa a medida que incrementa la WHH y los
adyuvantes con valores méas altos de WHH han venido teniendo mayor capacidad para la adsorcion de antigenos.
Es habitual una morfologia fibrosa (p. ej., como se ve en los micrégrafos de transmisién de electrones) en los
adyuvantes de hidréxido de aluminio. El pl de los adyuvantes de hidroxido de aluminio es, habitualmente, de,
aproximadamente, 11, es decir, el propio adyuvante tiene una carga de superficie positiva con un pH fisiolégico. Las
capacidades de absorcion que se han indicado para los adyuvantes de hidroxido de aluminio son de entre 1.8-2.6
mg de proteinas por mg Al+++ a 7,4 pH.

[0092] Los adyuvantes conocidos como fosfatos de aluminio son, habitualmente, hidroxifosfatos de aluminio que, a
menudo, contienen también una pequefia cantidad de sulfato (p. €j., sulfato de hidroxifosfato de aluminio). Pueden
obtenerse mediante precipitacién y las condiciones de reaccion, asi como las concentraciones durante la
precipitacion influyen en el grado de sustitucion del fosfato por hidréxido en la sal. Los hidroxifosfatos tienen,
generalmente, una proporcion molar PO4/Al de entre 0,3 y 1,2. Los hidroxifosfatos pueden distinguirse del AIPO4 ,
en sentido estricto, por la presencia de los grupos de hidréxidos. Por ejemplo, una banda espectral de IR con
3164cm-1 (p. ej., cuando se calienta a 200°C) indica la presencia de hidroxidos estructurales (capitulo 9 de la
referencia 76).

[0093] La proporcion molar PO4/AI3+ de un adyuvante de fosfato de aluminio sera, generalmente, de entre 0,3y 1,2
y, preferentemente, de entre 0,8 y 1,2 y, sobre todo, de 0,95+0,1. El fosfato de aluminio sera, generalmente, amorfo,
particularmente para las sales de hidroxifosfatos. Un adyuvante habitual es el hidroxifosfato de aluminio amorfo con
una proporcién molar PO4/Al de entre 0,84 y 0,92 que incluye 0.6mg AlI3+/ml. El fosfato de aluminio sera,
generalmente, particulado (p. ej., placa con una morfologia como se ve en los micrégrafos de transmision de
electrones). Los diametros habituales de las particulas estan en el intervalo de 0,5-20 mm (p. ej., aproximadamente,
5-10 mm) tras la adsorcion de cualquier antigeno. Las capacidades de absorcién que se han indicado para los
adyuvantes de fosfato de aluminio son de entre 0.7-1.5 mg de proteinas por mg Al+++ a 7,4 pH.

[0094] El punto de carga cero (PZC) del fosfato de aluminio esta inversamente relacionado con el grado de
sustitucion del fosfato por hidroxido y este grado de sustitucion puede variar en funcion de las condiciones de
reaccion y de la concentracion de los reactivos utilizados para preparar la sal mediante precipitacién. El PZC también
se altera cambiando la concentracion de iones fosfato libre en solucion (mas fosfato = mas PZC é&cido) o afiadiendo
un tampén como, por ejemplo, un tampén de histidina (hace que el PZC sea mas basico). Los fosfatos de aluminio
utilizados segun la invencién tendran, generalmente, un PZC de entre 4,0 y 7,0 y, sobre todo, entre 5,0 y 6,5, p. €j.,
aproximadamente, 5,7.

[0095] Las suspensiones de sales de aluminio utilizadas para preparar las composiciones de la invencion pueden
contener un tampon (p. €j., un fosfato, una histidina o un tampon Tris) pero esto no siempre es necesario. Se prefiere
que las suspensiones estén esterilizadas y libres de pirégeno. Una suspension puede contener iones fosfato libres
de agua, p. €j., presente en una concentracion de entre 1,0 y 20 mM, preferiblemente entre 5y 15 mM y, sobre todo,
aproximadamente 10 mM. Las suspensiones también pueden componerse de cloruro sédico.
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[0096] La invencién puede utilizar un preparado de ambos: un hidréxido de aluminio y un fosfato de aluminio, como
en DARONRIX™. En este caso puede haber mas fosfato de aluminio que hidréxido, p. ej., una proporcién de peso
de al menos 2:1 p..ej., >5:1,>6:1, >7:1, >8:1, >9:1, etc.

[0097] La concentracion de Al+++ en una composicion para su administracion a un paciente debe ser,
preferiblemente, de menos de 10 mg/ml, p. €j., <5 mg/ml, <4 mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml, etc. El intervalo
elegido es el de entre 0,3 y 1 mg/ml. Se prefiere una dosis maxima de 0.85 mg.

B. Emulsiones oleosas

[0098] Las emulsiones oleosas que son adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
emulsiones de escualeno-agua como, por ejemplo, MF59 (capitulo 10 de la ref. 76; véase también la ref. 78) (5% de
escualeno, 0,5% de Tween 80 y 0,5% de Span 85, formulado en particulas submicrométricas, utilizando para ello un
microfluidificador). También pueden utilizarse el adyuvante completo de Freund (CFA) y el adyuvante incompleto de
Freund (IFA).

[0099] Las gotitas de aceite en la emulsion tienen, generalmente, un diametro de menos de 5 mm y pueden incluso
tener un didmetro submicrométrico, una vez alcanzados estos pequefios tamafios con un microfluidificador, se
proporcionan emulsiones estables. Se prefieren las gotitas con un tamafio de menos de 220 nm ya que pueden estar
sujetas a una esterilizacién de filtro.

C. Formulaciones de saponina (capitulo 22 de la ref. 76]

[0100] También pueden utilizarse formulaciones de saponina como adyuvantes en la invencion. Las saponinas son
un grupo heterélogo de glucdsidos de esteroles y glucésidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, hojas,
tallos, raices e incluso en las flores de una amplia variedad de especies vegetales. Las saponinas de la corteza del
arbol Quillaia saponaria Molina se han estudiado ampliamente como adyuvantes. Las saponinas también pueden
obtenerse comercialmente a partir de la Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia) y de la
Saponaria officianalis (raiz jabonosa). Las formulaciones adyuvadas con saponina incluyen formulaciones
purificadas como, por ejemplo, QS21, ademés de formulaciones lipidicas como, por ejemplo, los ISCOMs. La QS21
se comercializa como Stimulon™.

[0101] Las composiciones de saponina se han purificado utilizando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado
fracciones purificadas especificas utilizando estas técnicas, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y
QH-C. Preferiblemente, la saponina es una QS21. En la ref. 79 se divulga un método para la produccion de la QS21.
Las formulaciones de saponina también pueden componerse de un esterol como, por ejemplo, el colesterol (ref.80).

[0102] Las combinaciones de saponinas y colesteroles pueden utilizarse para formar particulas Unicas denominadas
complejos inmunoestimulantes (ISCOMs) (capitulo 23 de la ref. 76). Los ISCOMs también contienen, habitualmente,
un fosfolipido como, por ejemplo, la fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Puede utilizarse cualquier saponina
conocida en los ISCOMs. Preferiblemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOMs se
describen adicionalmente en las refs. 80 - 82. De manera opcional, los ISCOMS pueden estar desprovistos de
detergente adicional (ref. 83).

[0103] En las refs. 84 y 85 puede encontrarse una revision del desarrollo de los adyuvantes basados en saponinas.
D. Virosomas y particulas pseudoviricas

[0104] Los virosomas y las particulas pseudoviricas (VLPs) también pueden utilizarse como adyuvantes en la
invencion. Estas estructuras contienen, generalmente, una o mas proteinas procedentes de un virus Y,
opcionalmente, combinadas o formuladas con un fosfolipido. Generalmente, no son patégenos ni replicativos y no
suelen contener nada del genoma virico originario. Las proteinas viricas pueden producirse recombinantemente o
aislarse a partir de virus completos. Estas proteinas viricas, adecuadas para su uso en virosomas o0 en VLPs,
contienen proteinas derivadas del virus de la gripe (como, por ejemplo, HA o NA), del virus de la Hepatitis B (como,
por ejemplo, proteinas del nucleo o de la capside),del virus de la Hepatitis E, del virus del sarampién, del virus
Sindbis, del Rotavirus, del virus de la fiebre aftosa, del Retrovirus, del virus de Norwalk, del virus del papiloma
humano, del VIH, de fagos de ARN, del fago Q[ (como, por ejemplo, las proteinas de la cubierta), del fago GA, del
fago fr, del fago AP205 y Ty (como, por ejemplo, la proteina pl del retrotransposén Ty). Las VLPs se analizan
adicionalmente en las refs. 86 - 91. Los virosomas se analizan adicionalmente, por ejemplo, en la ref. 92.

E. Derivados bacterianos o microbianos
[0105] Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion contienen derivados bacterianos o microbianos como,

por ejemplo, derivados no téxicos del lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados del lipido A,
oligonucledtidos inmunoestimulantes, toxinas de ribosilacion del ADP y derivados destoxificados de los mismos.
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[0106] Algunos derivados no toxicos del LPS contienen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL).
El 3dMPL es un preparado del monofosforil lipido A 3-O-desacilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. La forma elegida
de "particula pequefia” del monofosforil lipido A 3-O-desacilado se divulga en la ref. 93. Tales "particulas pequefias”
del 3dMPL son lo suficientemente pequefias como para ser filtradas esterilizadas a través de una membrana de 0,22
mm (ref.93). Otros derivados no téxicos del LPS contienen miméticos del monofosforil lipido A, como, por ejemplo,
derivados de fosfato de aminoalquil glucosaminida, p. €j., RC-529 (refs.94, 95).

[0107] Algunos derivados del lipido A contienen derivados del lipido A de Escherichia coli como, por ejemplo, OM-
174. El OM-174 se describe, por ejemplo, en las refs. 96 y 97.

[0108] Algunos oligonucleétidos inmunoestimulantes adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion
incluyen secuencias de nucleétidos que contienen un motivo CpG (una secuencia de dinucle6tidos que contiene una
citosina no metilada y unida mediante un enlace de fosfato a una guanosina). También se ha venido demostrando
gue los ARN bicatenarios o los oligonucleétidos que contienen secuencias palindromicas o de poli(dG) son
inmunoestimulantes.

[0109] Los CpG’s pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos como, por ejemplo, modificaciones de
fosforotioato y pueden ser bicatenarios 0 monocatenarios. Las referencias 98, 99 y 100 divulgan posibles
sustituciones con analogos, p. €j., reemplazar guanosina por 2’-desoxi-7-desazaguanosina. El efecto adyuvante de
los oligonucleétidos CpG se analiza adicionalmente en las refs. 101 - 106.

[0110] La secuencia de los CpG puede estar dirigida a TLR9 como, por ejemplo, el motivo GTCGTT o TTCGTT (ref.
107). La secuencia de los CpG puede ser especifica para inducir una respuesta inmunitaria por Thl como, por
ejemplo, un ODN de CpG-A o puede ser mas especifica para inducir una respuesta por células B como, por ejemplo,
un ODN de CpG-B. Los ODNs CpG-A y CpG-B se analizan en las refs. 108 - 110. Preferiblemente, el CpG es un
ODN de CpG-A.

[0111] Preferiblemente, el oligonucleétido de CpG se construye de tal forma que el extremo 5’ sea accesible para el
reconocimiento del receptor. De manera opcional, pueden conectarse dos secuencias de oligonucleétidos de CpG
por sus extremos 3’ para formar "inmunomeros". Véanse, por ejemplo, las refs. 107 y 111 - 113.

[0112] Las toxinas bacterianas de ribosilacién del ADP y los derivados destoxificados de las mismas pueden
utilizarse como adyuvantes en la invencion. Preferiblemente, la proteina deriva de E. coli (enterotoxina termolabil de
E. coli, "LT"), del célera ("CT") o de la tosferina ("PT"). El uso de toxinas de ribosilacién del ADP destoxificadas como
adyuvantes mucosos se describe en la ref. 114 y como adyuvantes parenterales en la ref. 115. La toxina o el toxoide
se encuentra, preferiblemente, en forma de una holotoxina que comprende ambas subunidades: A y B.
Preferiblemente, la subunidad A contiene una mutacién destoxificante; preferiblemente, la subunidad B no esta
mutada. Preferiblemente, el adyuvante es un mutante de LT destoxificado como, por ejemplo, LT-K63, LT-R72y LT-
G192. El uso de toxinas de ribosilacion del ADP y de derivados destoxificados de las mismas, particularmente de LT-
K63 y LT-R72, como adyuvantes, pueden encontrarse en las refs. 116 - 123. La referencia numérica para las
sustituciones de aminoacidos se basa, preferiblemente, en las alineaciones de las subunidades A y B de las toxinas
de ribosilacién del ADP, establecidas en la ref. 124.

F. Inmunomoduladores humanos

[0113] Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencidon contienen
citoquinas como, por ejemplo, las interleucinas (p. €j., IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 (ref. 125), etc.) (ref. 126),
interferones (p. €j., interferén-y), factor estimulante de las colonias de macrofagos y factor de necrosis tumoral. El
inmunomodulador elegido es el IL-12.

G. Bioadhesivos y Mucoadhesivos

[0114] También pueden utilizarse bioadhesivos y mucoadhesivos como adyuvantes en la invencion. Algunos
bioadhesivos adecuados contienen microesferas de &cido hialurénico esterificado (ref. 127) o mucoadhesivos como,
por ejemplo, derivados reticulados del acido poliacrilico, alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona, polisacaridos y de la
carboximetilcelulosa. También puede utilizarse Chitosan y derivados del mismo como adyuvantes en la invencion
(ref. 128).

H. Microparticulas

[0115] También pueden utilizarse microparticulas como adyuvantes en la invencion. Se prefieren las microparticulas
(es decir, una particula de ~100 nm a ~150 [im de diametro, preferiblemente de ~200 nm a ~30 [Im de diametro y,
sobre todo, ~500 nm a ~10 [Im de diametro) formadas a partir de materiales que son biodegradables y no toxicos
(por ejemplo, un acido (a-hidroxiacido), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli(lactida-co-glicélido) que, de manera opcional, se tratan para que tengan una
superficie cargada negativamente (p. ej., con SDS) o una superficie cargada positivamente (p. ej., con un detergente
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catiénico como, por ejemplo, el CTAB).
I. Liposomas (capitulos 13 & 14 de la ref. 76)

[0116] Algunos ejemplos de formulaciones de liposomas adecuadas para su uso como adyuvantes se describen en
las refs. 129 - 131.

J. Formulaciones de éter de polioxietileno y éster de polioxietileno

[0117] Algunos adyuvantes adecuados para su uso en la invencién contienen éteres de polioxietileno y ésteres de
polioxietileno (ref. 132). Tales formulaciones contienen, adicionalmente, un tensioactivo de éster de polioxietilén
sorbitano en combinacion con un octoxinol (ref. 133), ademas de alquil éteres de polioxietileno u otros tensioactivos
de ésteres en combinacién con, al menos, un tensioactivo no iénico adicional como, por ejemplo, un octoxinol (ref.
134). Los éteres de polioxietileno elegidos se seleccionan del siguiente grupo: éter de polioxietilen-9-laurilo (laureth
9), éter de polioxietilen-9- esteorilo, éter de polioxietilen-8-esteorilo, éter de polioxietilen-4-laurilo, éter de
polioxietilen-35-laurilo y éter de polioxietilen-23-laurilo.

K. Polifosfaceno (PCPP)
[0118] Las formulaciones de PCPP se describen, por ejemplo, en las refs. 135y 136.
L. Péptidos de muramilo

[0119] Algunos ejemplos de péptidos de muramilo adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion
contienen Nacetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP)
y  Nacetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina  MTP-
PE).

M. Compuestos de imidazoquinolona

[0120] Algunos ejemplos de compuestos de imidazoquinolona, adecuados para su uso como adyuvantes en la
invencién, contienen Imiquimod (TM) y sus homélogos (p. €j., Resiquimod 3M, TM), descritos, adicionalmente, en las
refs. 137 y 138.

[0121] La invencion también puede comprender combinaciones de los aspectos de uno o mas de los adyuvantes
identificados mas arriba. Por ejemplo, en la invencidn, pueden utilizarse las siguientes composiciones de
adyuvantes: (1) una saponina y una emulsion de aceite en agua (ref. 139); (2) una saponina (p. ej., QS21) + un
derivado no toxico de LPS (p. €j., 3dMPL) (ref. 140); (3) una saponina (p. €j., QS21) + un derivado no téxico de LPS
(p. €j., 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (p. ej., QS21) + 3dMPL + IL-12 (de manera opcional+ un esterol)
(ref. 141); (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua (ref. 142); (6)
SAF, que contiene un 10% de escualano, un 0,4% de Tween 80™, un 5% de polimero en bloque de pluronic L121 y
thr-MDP, bien microfluidificados en una emulsion submicrométrica o bien sometidos a agitacion vorticial para generar
un sistema adyuvante de una emulsiéon con un tamario de particula mayor (7) Ribi™ (RAS), (Ribi Inmunochem) que
contiene un 2% de escualeno, un 0,2% de Tween 80 y uno o mas componentes de la pared celular bacteriana del
grupo formado por monofosforil lipido A (MPL), dimicolato de trehalosa (TDM) y del esqueleto de la pared celular
(CWS), preferiblemente, MPL + CWS (Detox™) y (8) una o mas sales minerales (como, por ejemplo, una sal de
aluminio) + un derivado no téxico de LPS (como, por ejemplo, 3dMPL).

[0122] Otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes se divulgan en el capitulo 7 de la ref. 76.

[0123] Se prefiere, particularmente, el uso de un adyuvante de hidroxido de aluminio y/o de fosfato de aluminio vy,
generalmente, los antigenos se adsorben con estas sales. El fosfato célcico es otro coadyuvante elegido.

[0124] La composicion puede estar esterilizada y/o estar libre de pirdbgenos. Las composiciones pueden ser
isoténicas con respecto a los seres humanos.

[0125] Las composiciones pueden presentarse en viales o0 en jeringas precargadas. Las jeringas pueden
suministrarse con o sin agujas. Una jeringa contendra una Unica dosis de la composicion, mientras que un vial puede
contener una o mdultiples dosis. Normalmente, las composiciones inyectables seran soluciones o suspensiones
liquidas. Opcionalmente, pueden presentarse en forma sélida (p. ej., congeladas en seco) para su solucién o
suspension en vehiculos liquidos antes de su inyeccion.

[0126] Las composiciones pueden envasarse en forma de dosis unitaria 0 en forma de dosis multiples. Para las
formas de dosis mdltiples, se prefieren los viales a las jeringas precargadas. Los volumenes de dosificacién eficaces
pueden fijarse de forma rutinaria pero una dosis humana habitual de la composicién para su inyeccion tiene un
volumen de 0,5 ml.
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[0127] Cuando va a prepararse una composicién extemporaneamente, antes de su uso (p. €j., cuando un
componente se presenta en forma liofilizada) y se presenta como un Kkit, el kit puede comprender dos viales o una
jeringa precargada y un vial, debiendo utilizarse el contenido de la jeringa para reactivar el contenido del vial antes
de la inyeccion.

[0128] Las composiciones inmundgenas utilizadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente
eficaz de antigeno(s) ademas de cualquier otro componente, cuando sea necesario. Por cantidad
inmunolégicamente eficaz se entiende que la administracién de esa cantidad a un individuo, bien en una Unica dosis
0 bien como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o la prevencién. Esta cantidad varia dependiendo de la
salud y del estado fisico del individuo que se va a tratar, de la edad, del grupo taxonémico del individuo a tratar (p.
ej., primate no humano, primate, etc.), de la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar
anticuerpos, del grado de proteccion deseado, de la formulacion de la vacuna, de la valoraciéon del médico que
imparte el tratamiento y de otros factores relevantes. Se espera que la cantidad esté en un intervalo relativamente
amplio que puede determinarse a través de ensayos rutinarios y que una cantidad habitual de cada conjugado de
Estreptococo deba estar entre 1 mg y 20 mg por conjugado (medido como sacarido).

[0129] Por tanto, la invencién proporciona un método para preparar una composicion farmacéutica que comprende
las fases de: (a) preparacion de un conjugado, tal y como se describe mas arriba; (b) mezcla del conjugado con uno
0 mas portadores farmacéuticamente aceptables.

[0130] La invencion proporciona, adicionalmente, un método para preparar un producto farmacéutico, que
comprende las fases de: (a) preparacion de un conjugado, tal y como se describe méas arriba; (b) mezcla del
conjugado con uno o0 mas portadores farmacéuticamente aceptables y (c) envasado de la mezcla de
conjugado/portador en un recipiente como, por ejemplo, un vial o una jeringa, para generar un producto
farmacéutico. Su insercion en la jeringa puede realizarse en fabrica o en quiréfano.

[0131] La invencién también proporciona un método para preparar una composicion farmacéutica a partir de un
conjugado de sacarido-proteina, que comprende la fase de mezcla del conjugado con un portador
farmacéuticamente aceptable, donde el conjugado se ha preparado mediante un proceso de conjugacion, tal y como
se describe méas arriba. El método de conjugacion y la fase de mezcla pueden realizarse en momentos muy
diferentes, por personas diferentes y en sitios diferentes (p. €j., en diferentes paises).

[0132] La invencién también proporciona un método para envasar un conjugado de sacérido-proteina en un producto
farmacéutico, donde el conjugado se ha preparado mediante un proceso de conjugacion, tal y como se describe méas
arriba. El método de conjugacion y la fase de mezcla pueden realizarse en momentos muy diferentes, por personas
diferentes y en sitios diferentes (p. €j., en diferentes paises).

Usos farmacéuticos

[0133] También se divulga la composicién para su uso en un método para tratar a un paciente, que comprende la
administracion de la composicion al paciente. El paciente puede estar en riesgo de enfermedad o bien ser una mujer
embarazada (inmunizacion maternal). El paciente debe ser, preferiblemente, un ser humano. El ser humano puede
tener cualquier edad, p.ej., < 2 afios, entre 2 - 11 afios, entre 11 - 55 afios, > 55 afios, etc.

[0134] También se divulga la composicién para su uso en terapias. La composicion puede utilizarse en la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades.

[0135] Generalmente, las composiciones se administraran directamente a un paciente. La administraciéon directa
puede ejecutarse mediante inyeccion parenteral (p. €j., transcutdneamente, subcutdneamente, intraperitonealmente,
intravenosamente, intramuscularmente o en el espacio intersticial de un tejido) o mediante administracion por via
rectal, oral, vaginal , optica, transdérmica, intranasal, ocular, otica, pulmonar u otra administracion a través de las
mucosas. Se prefiere la administracion intramuscular (p. €j., en el muslo o en la parte superior del brazo). La
inyeccion puede ser mediante una aguja (p. €j., una aguja hipodérmica) pero puede utilizarse, opcionalmente, una
inyeccion sin aguja. La dosis intramuscular habitual es de 0,5 ml.

[0136] La composicion puede utilizarse para desencadenar la inmunidad sistémica y/o de mucosas.

[0137] EI tratamiento dosificado puede ser un programa de dosis Unica o de dosis miltiples. Las dosis multiples
pueden utilizarse en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo. Un
programa de dosis primarias puede ir seguido de un programa de dosis de refuerzo. Los plazos adecuados entre las
dosis de cebado (p. €j., entre 4 -16 semanas) y entre el cebado y el refuerzo pueden determinarse de forma rutinaria.

[0138] Las infecciones bacterianas afectan a varias zonas del cuerpo y, por esta razén, las composiciones pueden
prepararse de varias formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables o bien como
soluciones o suspensiones liquidas. También pueden prepararse formas solidas adecuadas para su solucion o su
suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccién (p. ej., una composicion liofilizada). La composicion puede
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prepararse para su administracion tépica, p. €j., como una pomada, una crema o un polvo. La composicién puede
prepararse para su administracion oral, p. €j., como un comprimido, una capsula o como un jarabe (opcionalmente
saborizado). La composicién puede prepararse para su administraciéon pulmonar, p. ej., como un inhalador, utilizando
un polvo fino o un aerosol. La composicién puede prepararse como un supositorio 0 como un pesario vaginal.

[0139] La composicién puede prepararse para su administracion nasal, 6tica u ocular, p. €j., en aerosol, gotas, gel o
polvo (p. €j., refs. 143 y 144). Se prefieren las composiciones inyectables.

Componentes antigénicos adicionales de las composiciones de la invencion

[0140] Los métodos de la invencién también pueden comprender las fases de mezcla de un conjugado de
Estreptococo con uno o mas de los siguientes antigenos adicionales:

- un antigeno de sacarido de Haemophilus influenzae B (p. €j., capitulo 14 de la ref. 145).

- un antigeno proteico purificado del serogrupo B de Neisseria meningitidis.

- una preparacion de la membrana externa del serogrupo B de Neisseria meningitidis.

- un antigeno del virus de la hepatitis A como, por ejemplo, un virus inactivado (p.ej., 46, 147).

- un antigeno del virus de la hepatitis B como, por ejemplo, los antigenos de superficie y/o del nacleo (p.
ej.,147, 148).

- un antigeno de la difteria como, por ejemplo, un toxoide diftérico (p.ej., capitulo 13 de la ref. 145).

- un antigeno del tétanos como, por ejemplo, un toxoide tetanico (p.ej., capitulo 27 de la ref. 145).

- un antigeno de Bordetella pertussis como, por ejemplo, holotoxina tosferinica (PT) y hemaglutinina
filamentosa (FHA) de B. pertussis y, de manera opcional, también en combinacion con pertactina y/o
aglutindgenos 2y 3 (p. €j., refs. 149 y 150; capitulo 21 de la ref. 145).

- antigeno(s) de la polio (p. €j., 151, 152) como, por ejemplo, IPV (capitulo 24 de la ref. 145).

- antigenos de sarampion, paperas y/o rubéola (p. €j., capitulos 19, 20 y 26 de la ref. 145).

- antigeno(s) de la gripe (p. €j., capitulo 17 de la ref. 145) como, por ejemplo, las proteinas superficiales de
la hemaglutinina y/o la neuraminidasa.

- un antigeno de Moraxella catarrhalis (p. €j., 153).
- un antigeno proteico de Streptococcus agalactiae (Estreptococo del grupo B) (p. €j., 154, 155).
- un antigeno de Streptococcus pyogenes (Estreptococo del grupo A) (p. €j., 155, 156, 157).
- un antigeno de Staphylococcus aureus (p. €j., 158).
[0141] La composicion puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales.

[0142] Los antigenos proteicos téxicos pueden destoxificarse cuando sea necesario (p. €j., destoxificacion de la
toxina tosferinica mediante un recurso quimico y/o genético, ref. 150).

[0143] Cuando se incluye un antigeno diftérico en la composicién, también se prefiere incluir los antigenos tetanicos
y tosferinicos. De forma similar, cuando se incluye un antigeno tetanico, también se prefiere incluir los antigenos
diftérico y tosferinico. De forma similar, cuando se incluye un antigeno tosferinico, se prefiere incluir también los
antigenos diftérico y tetanico. Por tanto, se prefieren las combinaciones de DTP.

[0144] Los antigenos de la composicion estaran, habitualmente, presentes en una concentracion de al menos 1 g/ml
cada uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para desencadenar una respuesta
inmunitaria frente a ese antigeno.

[0145] Como alternativa al uso de antigenos proteicos en las composiciones inmundgenas de la invencion, pueden
utilizarse acidos nucleicos (preferiblemente ADN, p. €j., en forma de un pldsmido) que codifican el antigeno.

[0146] Los antigenos se adsorben, preferiblemente, a una sal de aluminio.
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[0147] Algunos antigenos no estreptocécicos elegidos para su inclusién en las composiciones son aquellos que
protegen frente a Haemophilus influenzae del tipo B (Hib). Habitualmente, este sera un antigeno del sacarido
capsular de Hib. Los antigenos de sacaridos de H. influenzae B son bien conocidos.

[0148] Ventajosamente, el sacarido de Hib esta conjugado covalentemente con una proteina portadora, con el fin de
potenciar su inmunogenicidad, especialmente en nifios. La preparacion de conjugados de polisacéaridos, en general,
y del polisacarido capsular de Hib, en particular, esta bien documentada.

[0149] La invencion puede utilizar cualquier conjugado adecuado de Hib. Algunas proteinas portadoras adecuadas
se describen mas arriba y los portadores elegidos para los sacaridos de Rib son el CRM197 (HbOC), el toxoide
tetanico (PRP-T) y el complejo de la membrana externa de N. meningitidis (PRP-OMP).

[0150] La fraccion de sacarido del conjugado puede ser un polisacarido (p. €j., fosfato de polirribosilribitol completo,
PRP) pero se prefiere hidrolizar los polisacaridos para formar oligosacaridos (p. €j., con un PM de desde ~1 hasta ~5
kDa).

[0151] EI conjugado elegido comprende un oligosacarido de Hib enlazado covalentemente a CRM197 a través de un
enlazador de acido adipico (ref. 159, 160). El toxoide tetanico también es un portador elegido.

[0152] La administracion del antigeno de Hib da como resultado, preferiblemente, una concentracion de anticuerpos
anti- PRP de > 0,15 [1g/ml y, sobre todo, 1 [1g/ml.

[0153] Cuando una composicién contiene un antigeno de sacérido de Hib, se prefiere que no contenga también un
adyuvante de hidroxido de aluminio. Si la composicion contiene un adyuvante de fosfato de aluminio, entonces el
antigeno de Hib puede adsorberse al adyuvante (ref. 161) o puede no adsorberse (ref. 162). La prevencion de la
adsorcion puede ejecutarse seleccionando el pH correcto durante la mezcla del antigeno/adyuvante, un adyuvante
con un punto de carga cero apropiado y un orden de mezcla apropiado para mezclar los diferentes antigenos en una
composicion (ref. 163).

[0154] Las composiciones de la invencion pueden comprender mas de un antigeno de Hib. Los antigenos de Hib
pueden estar liofilizados, p. €j., para su reconstitucion en composiciones meningocdécicas. Por tanto, un antigeno de
Hib puede envasarse separado de los conjugados de meningococos o puede estar mezclado con ellos.

[0155] Otros antigenos no estreptocdcicos, para su inclusion en las composiciones de la invencion, son aquellos
derivados de una enfermedad de transmision sexual (ETS). Tales antigenos pueden proporcionar profilaxis o
terapias para las ETS como, por ejemplo, clamidia, herpes genital, hepatitis (como, por ejemplo, HCV), verrugas
genitales, gonorrea, sifilis y/o chancroide (ref. 164). Los antigenos pueden derivar de una o mas ETS viricas o
bacterianas. Los antigenos de ETS viricas pueden derivar, para su uso en la invencion, de, por ejemplo, el VIH, del
virus del herpes simple (HSV-1 y HSV-2), del papilomavirus humano (HPV) y/o del virus de la hepatitis (HCV). Los
antigenos de ETS bacterianas pueden derivar, para su uso en la invencion, de, por ejemplo, de Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, Haemophilus ducreyi o E. coli

[0156] La préactica de la presente invencion empleara, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, las cuales se engloban en la experiencia de la
ciencia. Tales técnicas se explican detenidamente en la literatura. Véanse, p. €j., DNA Cloning, Volimenes | y Il (D.N
Glover, 1985), Oligonucleotide Synthesis (MT Gait ,1984),Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames & ST Higgins,
1984), Transcription and Translation (B.D. Hames & ST Higgins, 1984), Animal Cell Culture ( R.l. Freshney, 1986),
Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986), B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984), The
Methods in Enzymology series (Academic Press, Inc.), especialmente los volimenes 154 y 155; Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells ( J.H. Millerand M.P. Calos, 1987, Cold Spring Harbor Laboratory), Mayer and Walker
(1987), Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, London), Scopes (1987) Protein
Purification: Principles and Practice, segunda edicion (Springer-Verlag, N.Y.), Handbook of Experimental
Immunology, Volimenes I-1IV ( D.M. Weir and C. C.Blackwell, 1986), Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, Pa., decimonovena edicion(1995); Methods In Enzymology ( S. Colowick and N.
Kaplan, Academic Press, Inc.) y Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV ( D.M. Weir and C.C. Blackwell,
1986, Blackwell Scientific Publications); Sambrook, et al.,Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 edicién, 1989),
Handbook of Surface and Colloidal Chemistry (Birdi, K.S, CRC Press, 1997), Short Protocols in Molecular Biology, 42
ed. (Ausubel et al., 1999, John Wiley & Sons), Molecular Biology Techniques: An Intensive Laboratory Course (Ream
et al.,, 1998, Academic Press), PCR (Introduction to Biotechniques Series), 2% ed. ( Newton & Graham, 1997,
Springer Verlag) y Peters and Dalrymple, Fields Virology (22 ed.), Fields et al., B.N. Raven Press, New York, NY.

[0157] En este plan se utilizan abreviaciones estandarizadas para los nucleétidos y los aminoécidos.

EJEMPLOS
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[0158] Para ilustrar los métodos que aqui se recogen, se aislé a los pacientes con la enfermedad de GBS y se
estudiaron los Streptococcus agalactiae 090, H36b, M781 y CBJ111 que producen cuatro serotipos representativos
(la, Ib, lll y V). La fermentacion de estas cepas se investigé y se analiz6 en el ejemplo 1-5 del W02009081276.

Ejemplo A — Produccion a escala experimental

[0159] Este ejemplo se aplica a la produccién a escala de fabricacion del polisacarido capsular de serotipo
especifico de la bacteria Streptococcal.

A) Cultivo del inéculo
i) Medio del cultivo

[0160] El cultivo del inéculo se realizé en cuatro frascos de agitacion de 5 L esterilizados a temperatura ( programa
de autoclave n° 1 min./ méax., 40 min., 121° C, tabla 6) que contiene 1 L de medio complejo (17 g/L de extracto de
levadura Difco, 8 g/L de Na2HPO4.2H20, 2 g/L de NaH2P0O4.H20 y 33 g/L de glucosa monohidratada, esterilizada
mediante una filtracion de 0,2 mm con el sistema Nalgene de filtro de laboratorio desechable, con pH de 7,3 + 0,1
adaptado utilizando NaOH 3M), 10 mL de solucién de vitaminas ( 0,05 g/L de cada una de las siguientes vitaminas:
tiamina, riboflavina, piridoxina HCI y niacinamida, diluidas en 0, NaOH 1M, esterilizadas mediante una filtracion de
0,2 mm) y 5 mL de solucion de biotina (0,2 g/L de biotina, esterilizada mediante una filtracion de 0,2 mm) afiadidos
justo antes de la inoculacion.

Tabla 6: Correlacion entre el contenido del autoclave y las especificaciones de la esterilizaciéon
ch()a nstcerrlmlijc(i: (I)Osndde(la ;?J?oclave ’\:)lign gergomie Organizacion (b) este :i—lliir;cpi)g nd?m in.) e-gfé?iﬁze;?:tig La(gg)
Liquido 7 204 30 121
Material de vidrio 4 1 min., 1max. 6 7 40 121
Sucio 8 3 130 124
Filtro de aire (a) 2 No disponible 40 121
Liquido 6 6 50 121
Antiespumante 9 8 60 121

i) Inoculacién de los frascos y condiciones del cultivo

[0161] Cada frasco se inocul6 con 2,75 + 0,25 m L de semillas de trabajo descongeladas extemporaneamente del
congelador a una temperatura de -70° C. El cultivo se mantuvo a 35 + 1° C con una agitaciéon de 200 + 10 rpm en la
incubadora (IN-L0641), durante 4 + 1 h. Pasado este tiempo, se evalu6 la concentracion de biomasa mediante la
medicién del OD a 590 nm y mediante la realizacion de una tincion de Gram. Si el valor de OD590nm alcanz6 1,2-
0,6 y si la tinciébn de Gram estaba conforme (solo cocos gram positivos), los contenidos de los cuatro frascos se
juntaron dentro de un envase de 5 L esterilizado al calor (programa de autoclave n° 1 min. / max.) y con conexiones
a la linea de incubacion de 300 L . B. Braun Biotech / fermentador Chemap (ID VS-L0530).

iii) Variables clave de la preparacion de in6culos

[0162] Las variables clave de la preparacion de indculos se describe en las tablas 7 y 8.

Tabla 7: Variables controladas durante la preparacion de in6culos

Variables controladas Intervalo objetivo

pH inicial del medio 7,3+0,1

Volumen de la semilla de trabajo 2,5—-3,0 ml/ frasco

35+1°C
200 =10 rpm

Temperatura de incubacién

Velocidad de agitacién
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Tabla 8: Variables monitorizadas durante la preparacién de inéculos
Variables monitorizadas Intervalo objetivo

ODsgonm final 0,6-1,8

GRAM Solo cocos gram positivos

Pureza del cultivo No contaminante

Tiempo de incubacion 3-5 horas

iv) Esterilizacion y limpieza de los equipos

[0163] Tras su uso, los frascos y el envase de 5 L se esterilizaron al calor (programa de autoclave n° 8, ciclo sucio,
véase la tabla 6 para las especificaciones) y se limpiaron.

B) Cultivo en el fermentador de 300 L

i) Preparacion del medio y equipo

[0164] Se esterilizaron el conducto mecénico y los filtros de gas del fermentador de 300 L, una vez vacio (programas
SEAL2 y EXFC2). Entonces, se comprobaron y calibraron las sondas. La sonda de pH se calibr6 utilizando para ello
dos soluciones tamponadas, con unos valores de pH de 7 y 10. La correcta aplicacién de la sonda de oxigeno se
verificé poniendo la sonda en el agua, con un flujo de gas de nitrégeno para el punto 0% y de aire para el punto
100%. Su calibracion se realizé dentro del fermentador.

[0165] Se formulé el medio bésico (120 L, 2 g/L Na2HPO4.2H20, 1 mL para 120 L de antiespumante "PPG 2500") y
se esterilizé en el fermentador de 300 L (programa FVES 2). Durante la esterilizacién, se comprobé el valor de 0%
de la sonda de oxigeno y se reinicid, si ello fue necesario. Tras las etapas de enfriamiento de la esterilizacion, la
temperatura del medio alcanzo los 36° C y el medio basico se complet6 con 17 L de extracto de levadura (150 g/L), 9
L de glucosa monohidratada (550 g/L), 2 L de una solucion de vitaminas (0,05 g/L de cada una de las siguientes
vitaminas: tiamina, riboflavina, piridoxina HCI y niacinamida, diluidas en 0, NaOH 1M) todos esterilizados mediante
una filtracion de 0,2 mm. Se calibr6, entonces, el valor de 100% de la sonda de oxigeno, tras la oxigenacion del
medio. Tras la adicién de 4 L de indculo, el volumen final fue de 150 L al principio de la fermentacion y la
concentracion final del extracto de levadura fue de 17 g/L y la glucosa fue de 33 g/L. Estas adiciones se realizaron
en lineas esterilizables con una bomba peristéltica a una velocidad méaxima (400 rpm) que se correspondia con el
flujo de 550 mL/min.

i) Proceso de fermentacion y controles durante el proceso

[0166] Antes de la inoculacion, se afiadio una solucién de biotina (1 L, 0.2 g/L de biotina, esterilizada mediante una
filtracion de 0,2 mm) Entonces, el fermentador de 300 L se inocul6 utilizando para ello el envase de 5 L con un
contenido de 4 frascos de inéculo.

[0167] Entonces, se comprobé el valor de los parametros siguientes, se ajusto, si ello fue necesario y se control6
autométicamente durante el proceso:

- se control6 que la temperatura del cultivo fuera de 36 + 1° C,
- se fijo la sobrepresion del interior del fermentador en 0,2 bares,

- se fijo el pH en 7,3 + 0,1 y se ajusto utilizando para ello NaOH 4M. No hubo ninguna correccion del pH utilizando
para ello una solucion acida porque el valor del pH descendié de forma natural debido a la fermentacién,

- la agitacion inicial se fijo en 50 rpm y el flujo de aire inicial se fijé en 20 L/min.,

- el nivel de espuma en el fermentador fue monitorizado visualmente y ajustado, utilizando para ello un
antiespumante PPG 2500, si ello fue necesario,

- la tension de oxigeno disuelto (DOT) se fijo en el 30%, regulado en cascada mediante:
* la agitacion (intervalo de valores entre 50 y 350 rpm)
* el flujo de aire (intervalo de valores entre 20 y 100 L/min)

« el flujo de oxigeno (intervalo de valores entre 0 y 100 L/min)
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[0168] Las muestras se tomaron durante la etapa de dosificacion de la fermentacién, dos horas después de la
inoculacion y se midié el OD590nm. Las muestras se tomaron cada 15 minutos, hasta que se alcanz6 el 3
OD590nm. En ese objetivo de OD, se inici6 la adicion del primer exponencial del lote alimentado, utilizando para ello
3,6 L de una solucion de extracto de levadura (150 g/L), manteniendo, asi, el tiempo de duplicacion de la poblacién
en 300 minutos.

[0169] Aproximadamente 45 minutos tras la primera adicién, se midié el OD590nm. Las muestras se tomaron cada
15 minutos hasta que se alcanz6 el 5 OD590nm. En ese objetivo de OD, se inici6 la adicién de un segundo
exponencial del lote alimentado, utilizando para ello la solucién de extracto de levadura (150 g/L), manteniendo, asi,
el tiempo de duplicacion de la poblaciéon en 50 minutos.

[0170] Al final de la adicién de este segundo exponencial del lote alimentado, se realiz6 la adicién de un lote
alimentado de pH-stat. Cuando el valor del pH excedi6é de 7,18, se afiadié una solucién de glucosa monohidratada
(550 g/L). Durante esta adicion, se tomd una muestra cada hora para medir el OD590nm.

[0171] La fermentacién termind, aproximadamente, 3 horas después de la Ultima adicién. Entonces, los controles
automaticos de los parametros se pararon. La agitacion se reguld a 100 rpm y la temperatura a 30 ° C.

iii) Variables clave del proceso de fermentacion

[0172] Las variables clave del proceso de fermentacion se describen en la tabla 9 y en la 10.

Tabla 9: Variables controladas durante la fermentacion
Variables controladas Intervalo objetivo
pH del medio 7,3+0,1
Punto de control de DOT 30%
Temperatura 36+ 1°C
Sobrepresion 0,2 bares

Tabla 10: Variables monitorizadas durante la fermentacién

Variables monitorizadas Intervalo objetivo

Comprobacion de la esterilizacion antes de la inoculacion | No contaminante

ODsgonm para cada muestra R

Pureza del cultivo al final de la fermentacién Falta de contaminante

Tincion de GRAM Solo cocos gram positivos

Tiempo de fermentacion -

iv) Desinfeccion, esterilizacion y limpieza de los equipos

[0173] Una vez que se extrajo la biomasa del fermentador de 300 L, se inici6 la desinfeccion mediante la adicion de
200 L de ROW dentro del fermentador. Entonces, se afiadi6 NaOH 3M dentro del fermentador hasta que el pH
alcanz6 11. La temperatura se mantuvo durante 30 minutos a 80 © C. Tras enfriar la temperatura ambiente, se
desechd el contenido del fermentador dentro del deposito de residuos situado en la planta baja.

[0174] Entonces se realiz6 la esterilizacion mediante la adicion de 200 L de ROW y mediante la activacion del
programa (FVES 2), segun los procedimientos operativos estandar (SOP).Tras las etapas de enfriamiento de la
esterilizacion, se extrajeron el pH y la sonda de oxigeno del fermentador y se almacenaron, respectivamente, en una
solucién KCI 3M y en ROW.

[0175] Finalmente, se lavo el fermentador utilizando para ello 200 L de NaOH 1M y se agité a 100 rpm durante, al
menos, 30 minutos. Tras el lavado, se vaciaron esos 200 L de NaOH dentro del depésito destructivo y se colocaron
otros 100 L de NaOH en el fermentador a través de un catéter de pulverizaciéon para limpiar la parte superior del
recipiente. Se volvieron a poner en circulacion esos 100 L utilizando para ello una bomba de pistén para un tiempo
minimo de 30 minutos. Tras la fase de limpieza, se lavd el fermentador con ROW hasta que el pH descendi6 a un
intervalo de entre 5y 7.

C) Centrifugacion de la biomasa
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i) Preparacion del equipo

[0176] Se conectd un depdbsito con agua fisiolégica (~100 L, 9g/L NaCl, esterilizada mediante una filtracién de 0,2
mm) a la linea de transferencia que unia el fermentador de 300 L con el centrifugo Alfa-Laval (ID CT-L0526). Se
utilizé esta agua, durante la centrifugacion, para lavar el pellet de biomasa. Entonces se esteriliz6 al calor la linea de
transferencia, como el deposito separador y colector de biomasa. Se prepararon los equipos antes del final de la
fermentacion con el fin de comenzar la centrifugacion lo antes posible, tras el final de la fermentacién.

i) Proceso de centrifugacion de flujo continuo

[0177] EIl proceso de centrifugacion de flujo continuo se compuso del siguiente ciclo:
- 7 minutos de centrifugacion de biomasa a un flujo de 100 L/h, ajustado manualmente. Se transfiri6 la
biomasa desde el fermentador al separador a través de la linea de transferencia y mediante un exceso de
presion de 0,6 bares en el fermentador,
- 3 minutos de lavado con agua fisioldgica, a un flujo de 100 L/h,
- vertido del pellet
[0178] Este ciclo se repitid, normalmente, hasta que se proceso toda la biomasa. No se recogié el sobrenadante
que, en su lugar, aliment6 al depésito de residuos. Durante el proceso, se recogio el pellet en el depdsito (VS-L0536)
y, entonces, se transfiri6 mediante un exceso de presidon de 0,3 bares, a través de una conexion de silicona a una
bolsa esterilizada desechable de 100 L para tratamientos quimicos.

iii) Variables clave de la centrifugacion

[0179] Las variables clave del proceso de fermentacion se describen en la tabla 11.

Tabla 11: Variables controladas durante la centrifugacién

Variables controladas Valor objetivo
Presion en el fermentador 0,6 + 0,1 bares
Flujo 100 L/h
Temperatura de la biomasa 30+1°C
Tiempo de vertido 10 (7+3) min (a)
Temperatura del pellet 30x1°C
Presion del sobrenadante 3,0 £ 0,3 bares

NOTA: 7 minutos de centrifugacion de biomasa + 3 minutos de lavado con una solucion fisiolégica.

[0180] Las variables monitorizadas fueron varias de vertido y del peso de la biomasa recogida.

iv) Esterilizacién y limpieza de los equipos

[0181] Tras la centrifugacion y la transferencia del pellet a la bolsa desechable, se esterilizaron al calor y se
limpiaron la linea de transferencia, el depodsito separador y el colector de biomasa. Se limpiaron la linea de
transferencia y el depdsito separador, utilizando para ello 100 L de NaOH 1 M a temperatura ambiente en el
fermentador y, entonces, se transfirieron, a través de la linea de transferencia, al depdsito separador, a un flujo de
100 L/h. Se limpi6 el depdsito colector mediante la circulacion, durante 30 minutos, de 20 L de NaOH 1 M en el
deposito, a través de un catéter de pulverizacion para limpiar la parte superior del depdsito. Tras esta fase de
limpieza, se lavé el depdésito con ROW hasta que el pH descendié a un intervalo de entre 5y 7.

D) Tratamientos quimicos del pellet celular

i) Inactivacion del pellet celular

[0182] El tratamiento quimico del pellet celular desactivd la bacteria y permiti6 que los cps se liberaran de la
bacteria. El tratamiento implicaba la adicion de una solucién de NaOH 4 M (a través de un tubo con una bomba
peristaltica) al pellet para obtener una concentracion tedrica de NaOH 0,8 M. El peso de NaOH 4 M que se afadio se
obtuvo mediante la division del peso de la biomasa por cuatro desde 1L (1 kg pesado). Esta fase se realizé en una
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bolsa desechable de 100 L con un sistema agitador integrado y se desechd en el Sistema Levtech Sartorius (ID AG-
10645, balanza y agitador termostatizados). Se regul6 la temperatura para mantener el pellet a 37° C y, entonces, se
agitd a 180 rpm durante un periodo de tiempo determinado. Fue suficiente con 12 h para desactivar los
microorganismos. Fueron adecuadas las 36 h para liberar los cps de la capsula bacteriana. En otros experimentos,
se descubrié que 1 h era suficiente para desactivar los microorganismos, mientras que las 24 h fueron adecuadas
para liberar los cps de la capsula bacteriana. En consecuencia, un total de 36 h 6 24 h resulta adecuado para esta
fase.

i) Variables clave de la desactivacién

[0183] Las variables clave del proceso de fermentacion se describen en la tabla 12.

Tabla 12: Variables controladas durante la desactivacion y la liberacién de los cps
Variables controladas Valor objetivo

Temperatura de desactivacion 37+0,1°C

Agitacion 180 + 10 rpm

Tiempo 36 menas

iii) Neutralizacién y precipitacion

[0184] Se afiadio una solucion tampo6n de TRIS 1 M utilizando para ello tubos de silicona con una bomba peristaltica
para obtener una concentracion final igual a 0,1 M. El peso de TRIS que hubo que afiadir se calculé6 mediante la
division del peso de la biomasa desactivada por 9. Esta adicién fue importante para poder evitar la variacion del pH
en el pellet durante la neutralizaciéon. Por tanto, se control6 el pH utilizando para ello una sonda de pH que se
desechd en la bolsa desechable. Se afiadié HCI 6M para obtener un valor final de pH de 7,5-8,5.

[0185] Se afiadieron CaCl2 2 M y 96% de soluciones de etanol para precipitar proteinas y acidos nucleicos en el
pellet. La concentracion final de CaCl2 fue de 0,05 M y del 30% de etanol. El peso de CaClI2 2 M que se afiadi6 se
obtuvo mediante la division del peso de la biomasa neutralizada por 19 y el peso del 96% de etanol se obtuvo
dividiendo el peso de la biomasa neutralizada con CaClI2 por 3,1.

E) Microfiltracién y didlisis del pellet tratado

[0186] La biomasa, quimicamente tratada con CaCl2 y con 30% de etanol, experimentd una microfiltracién para
recuperar los polisacaridos liberados en el sobrenadante y para eliminar los residuos celulares, ademéas de los
precipitados de proteina y de acido nucleico.

i)Preparacion del equipo

[0187] Se realizaron la microfiltracion y la didlisis utilizando un Sartocon Il Sartorius de mas soporte con una carcasa
desechable y 4 cassettes Hydrosart de 0,22 mm, 0,6 m2 que representaban una superficie total de 2,4 m2. El
sistema se ajusto utilizando para ello una llave dinamométrica de 90 Nm.
[0188] Los cassettes se desinfectaron utilizando para ello 20 L de NaOH 1 M y se esterilizaron mediante una
filtracion de 0,2 mm, utilizdndose una bomba de piston para asegurar y regular la presion en el sistema .Entonces,
volvio a circular, durante 30 minutos, el material retenido y permeado en las siguientes condiciones:

- Presion de entrada: 2,0 + 0,2 bares

- Vélvula de permeato cerrada durante 5 minutos y, luego, ampliamente abierta.
[0189] El agua destilada se utilizé para lavar el sistema hasta que el pH alcanzé 5-7, en cuyo momento se lavé el
sistema con 20 L de agua fisiologica (0.9 g/L NaCl, esterilizada utilizando una filtracién de 0,2 mm) para obtener un
pH de 5-7 en las siguientes condiciones:

- Presion de entrada: Pin = 2,0 + 0,2 bares

- Presion de permeato: Pperm = 0 bar (abrir la valvula)

- Valvula de retencion cerrada.
[0190] Antres de la microfiltracién, se acondicionaron los cassettes con una solucion tampén de didlisis ((34,77 g/L

NaCl, 4,49 g/L TRIS, 10,93 g/L CaCl2, pH ajustado a 7,8 + 0,1 utilizando para ello HCI 6 M, WFI gsp
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74,4 % del volumen final, 96% de etanol hasta el volumen final, esterilizado mediante una filtracion de 0,2 mm).

i) Microfiltracion y didlisis

[0191] Se conecté el tubo de salida de la bolsa desechable, que contenia la biomasa tratada, con la entrada de la
carcasa de microfiltracién. Se conect6 la salida del material retenido de la carcasa con la bolsa desechable que
contenia la biomasa tratada para que la biomasa procesada volviera a circular. Se conect6 la salida de permeato con
una bolsa desechable y esterilizada de 200 L para recoger el permeato.

[0192] La valvula de permeato estuvo inicialmente cerrada para dejar que el pellet circulara en el sistema de
microfltracién. Entonces, se abrié esta valvula y se control6 la velocidad de la bomba de pistén para obtener las
siguientes condiciones:

- Presion de entrada: Pin = 2,0 + 0,2 bares

- Presién de permeato: Pperm =0, 6 + 0, 1 bares
[0193] La biomasa se concentrd 10 veces y se dializd el material retenido contra 3 volimenes de tampon. Para
determinar con precision la circulacion en el sistema de microfiltracion, el peso del material retenido no debe ser de
menos de 10 Kg. Es asi como se concentr6 el material retenido hasta que la biomasa pes6 10 + 0,5 kg. La didlisis se
realizd, entonces, en sucesivas fases. El peso de la solucion tampon utilizada se calculé a partir del peso de CaCl2-
etanol dividido por el factor 10 de concentracion tedrica y multiplicado por el nUmero deseado de ciclos de didlisis.

iii) Esterilizacion mediante filtracién del permeato

[0194] El permeato se esterilizd mediante filtracion utilizando para ello un filtro de 2000 cm2 Sartobran P 0.22 mm y
a la salida del sistema de microfiltracion, antes de su recogida dentro de la bolsa desechable de 200 L. El producto
final se almacend a temperatura ambiente, antes de su liberacion dentro de un servicio de purificacion.

iv) Variables clave de la microfiltracion y didlisis

[0195] T Las variables clave de la microfiltracion y dialisis se describen en la tabla 13.

Tabla 13: Variables controladas durante la microfiltracion y diélisis

Variables controladas Valor objetivo
Pin 2+0,2°C
Pperm 0,6 £ 0,1 bares
Temperatura del material retenido <20°C

[0196] Las variables monitorizadas son el flujo de permeato y la cantidad de polisacaridos.

v) Limpieza del equipo

[0197] Tras la microfiltracién, se conecto la entrada al depdsito que contenia 100 L de agua fisiol6gica para lavar los
cassettes desechables y la carcasa. Entonces se utilizaron los 20 L de NaOH 1 M para desinfectar el sistema y se
conectd el material permeado y retenido a la entrada para volver a circular durante 30 minutos, mientras que se
mantenian las siguientes condiciones:

- Presion de entrada: Pin = 2,0 + 0,2 bares

- Vélvula de permeato cerrada durante 5 minutos y, luego, ampliamente abierta.
[0198] Entonces se vaciaron el sistema y el conducto y se lavaron con agua destilada hasta que los valores de pH
del material permeado y retenido se situaron en un intervalo de entre 5y 7. En este pH objetivo, el sistema se
desmonto.

[0199] Se utilizé un test de integridad del filtro Sartobran P para esterilizar el permeato durante la microfiltracion y se
realizé la didlisis antes de la liberacién del lote del servicio de purificacion.

F) Descripcion de los perfiles de fermentacion

[0200] Se analizaron los perfiles de fermentacion de los experimentos a escala piloto correspondientes a las 3 cepas
de GBS: M781 (serotipo 1lI), H36b (serotipo 1b) y 090 (serotipo la) y se compararon con la fermentacion de control
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realizada a escala de laboratorio en un fermentador de 30 L (B. Braun Biotech Biostat); con la cepa H36b se utilizd
un proceso idéntico.

[0201] Los perfiles OD590nm de las 3 fermentaciones a escala piloto fueron muy parecidos los unos a los otr0s,
ademas de la fermentacién de control (véase la figura 22). El perfil general del crecimiento de los microorganismos
puede describirse de la siguiente manera:

La etapa de dosificacién durd, aproximadamente, 2,5 horas y resulté ser igual a 3 en un OD590nm. La adicion del
primer exponencial alimentado de extracto de levadura (F1, 150 g/L) durd, aproximadamente, 45 minutos y resultd
ser igual a 5 en un OD590nm.La adicién del segundo exponencial alimentado de extracto de levadura (F2, 150 g/L)
duré, aproximadamente, 45 minutos y resulté ser de , aproximadamente, 10 en un OD590nm. La adicion del tercer
pH-stat alimentado de glucosa monohidratrada (F3, 550 g/L) durd, aproximadamente, 3 horas.

G) Evaluacion de latasa de crecimiento y los tiempos de duplicacién de la poblacién

[0202] Las tasas de crecimiento (m) y los tiempos de duplicacion de la poblacién (td) se evaluaron durante los 3 pre-
ensayos, asi como la fermentacion de control. Los valores se indican en la figura 22, ademas de en la tabla 14.

Tabla 14: Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de la poblacién durante las primeras series de
pre-ensayos.
Etapa M781 H36b 090
uer (0 o 0,59 0,96 0,54
tde1 (min) 71 43 88
tez (™ e 1,01 0,89 0,65
tdg2 (min) 41 47 64
Hes (™ ca 0,20 0,23 0,23
tdrs (min) 203 182 182

[0203] Los tiempos de duplicacion de la poblacién durante la adicion del primer exponencial alimentado de los pre-
ensayos se situaron en un intervalo de entre 43 y 77 minutos. Durante la adicion del segundo exponencial
alimentado de los pre-ensayos, los tiempos de duplicacion de la poblacion se situaron en un intervalo de entre 41 y
64 minutos, lo cual fue casi igual a la fermentacion de referencia (55 minutos) y muy cerca de la duplicacion teérica
de la poblacion (50 minutos).

H) Evaluacion de la produccion de los polisacaridos capsulares

[0204] La concentraciéon de cps se evaluo al final de la fermentacion utilizando para ello un método colorimétrico
basado en la determinacién de la concentracion del compuesto de acido siélico de los cps. En base a este resultado,
se calculd la cantidad de cps producidos durante el cultivo multiplicando la concentracion de cps por el volumen final
dentro del fermentador (20 L para la fermentacién de referencia, 215 L para el fermentador a escala piloto). También
se calculé la produccidn volumétrica y especifica segun como se establece mas abajo, en los Métodos analiticos
relacionados con la fermentacién. Los valores se indican en la tabla 15.

Tabla 15: Produccién y productividad de los polisacaridos capsulares
M781 H36b 090
ODsgonm final 18,15 25,1 14,0
Concentracion final de biomasa seca (g/L) 7,93 10,97 6,12
Concentracion final de cps (g/L) 0,38 0,31 0,42
Cantidad de cps producidos (g) 82 67 90
Proporcion cps/biomasa (%) 4,8 2,18 6,8

1) Simplificacion del proceso inicial

[0205] El proceso de fermentacion se simplificé en dos dias para evitar potenciales variaciones en la ampliacién y
para reducir el riesgo de contaminacién en el fermentador.

[0206] Primero, las soluciones de vitaminas que contienen tiamina, riboflavina, piridoxina HCI y niacinamida (0,05

g/L de cada una, diluidas en 0,1 NaOH 1 M y esterilizadas mediante una filtracion de 0,2 mm) se extrajeron del
medio del in6culo y del fermentador. De hecho, los resultados de laboratorio habian mostrado que la adicion de

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535080 T3

estas vitaminas no era necesaria para el crecimiento de los GBS y tenia un impacto insignificante en la produccion
de los cps.

[0207] Segundo, se modificaron los parametros de las etapas de alimentacion durante la fermentacion. Se
reemplazaron las dos etapas de adicién de un exponencial alimentado de extracto de levadura por dos adiciones
instantaneas y la etapa de la adicion del pH-stat alimentado de glucosa se reemplaz6 por una adicién lineal. La
primera adicion instantanea (F1) se compone de la adiciéon de 3,6 L de una solucién de extracto de levadura, 150 g/L
utilizando una bomba peristaltica a un flujo de 550 mL.min-1 , cuando el OD590nm estaba en el intervalo de entre
2,5y 3. La segunda adicion instantanea (F2) se compone de la adicién de 13,4 L de una solucién de extracto de
levadura, 150 g/L utilizando una bomba peristaltica a un flujo de 550 mL. min-1, cuando el OD590nm estaba en el
intervalo de entre 4,5 y 5. La tercera adicion lineal (F3) se compone de la adicion de 17 L de una solucion de glucosa
utilizando una bomba peristaltica a un flujo de 95 m/l. min-1, cuando el OD590nm estaba en el intervalo de entre 10 y
12.

J) Descripcion de los perfiles de fermentacion y comparacién con los anteriores ensayos.

[0208] Se analizaron los perfiles de fermentacion de esta serie de pre-ensayos y se compararon con la primera serie
para asegurarse de que el proceso simplificado no tenia ningiin impacto a escala piloto.

[0209] Los perfiles de OD590nm de las 3 fermentaciones a escala piloto fueron muy parecidos los unos a los otros,
ademas del perfil general observado en la primera serie de pre-ensayos (véase figura 23). El parecido entre los
perfiles llama la atencién sobre el hecho de que las modificaciones del proceso no tengan impacto en el crecimiento
de los microorganismos, como se puso de manifiesto a escala de laboratorio.

K) Evaluacién de las tasas de crecimiento, los tiempos de duplicacién de la poblacidon y la produccion de
polisacaridos capsulares

[0210] .Las tasas de crecimiento y los tiempos de duplicacion de la poblacién de esta serie (tabla 16) también eran
muy parecidas a la primera serie de pre-ensayos y no se observaron variaciones significativas.

Table 16: Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de la poblacion durante la segunda serie de
pre-ensayos
Etapa M781 H36b 090
e (h™) o 0,80 0,66 0,67
tdes (Min) 52 63 63
Hr2 (W) " 0,92 0,76 0,92
tde2 (Min) 45 55 45
Hrs (W) e 0,18 0,31 0,19
tdes (min) 232 133 219

[0211] La concentracion final de cps de estos pre-ensayos era acorde con los pre-ensayos anteriores. Esto apunta a
que no habia diferencia significativa que resultara de las modificaciones, ni a escala de laboratorio ni a escala piloto

(véase tabla 17).

Tabla 17: Produccién y productividad de los polisacaridos capsulares
M781 H36b 090 CcJB111
ODsgonm final 18,25 20,7 17,5 25,5
Concentracion final de biomasa seca (g/L) 7,98 9,05 7,65 10,5
Concentracion final de cps (g/L) 0,26 0,30 0,40 0,37
Cantidad de cps producidos (g) 56 65 86 86
Proporcion cps/biomasa (%) 3,2 3,3 5,2 3,4

L) Fases criticas del proceso y definicion del plan de muestreo para la confirmacién del proceso
[0212] Durante estas dos series de ensayos a escala piloto, se han venido definiendo los importantes controles del

proceso interno de las fases criticas del procesamiento con sus criterios de aceptacion y el plan de muestreo
asociado. El primer control del proceso interno fue el OD590nm del frasco antes de la inoculacion que es,
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preferiblemente, de entre 0,6 y 1,8, para evitar una potencial etapa de latencia al principio del cultivo en el
fermentador, segln se observdé a escala de laboratorio. Los siguientes controles del proceso interno fueron
relevantes para la pureza del cultivo: se realizaron tinciones de Gram del medio de los frascos, ademas de la
extension en placas del envase colectivo y del medio del fermentador para asegurarse de que el medio ambiente no
estaba contaminado. Al final del cultivo, se realizaron otras tinciones de Gram y extensiones en placas del medio,
dentro del fermentador, para confirmar que no hubo contaminacion durante el proceso. Se confirmé la desactivacion
del pellet mediante la extension del pellet en NaOH 0,8 M, en las placas, tras 36 horas de desactivacién. Los otros
procesos de control interno descritos en la tabla 18 se utilizaron para calcular los rendimientos de purificacion de los
cps. Se desarrollé un perfil de las variaciones de parametro (PO2, flujo de aire, flujo de 02, agitacion, pH y
temperatura) y fue un buen indicador de la reproducibilidad del proceso de fermentacion.

i) Descripcion de los perfiles de fermentacion general y comparacién con los ensayos anteriores

[0213] Los perfiles OD590nm de este ensayo fueron muy parecidos los unos a los otros, ademas del perfil general
observado en los ensayos previos, en este ejemplo (véase la figura 24).

[0214] Las tasas de crecimiento y los tiempos de duplicacion de la poblacion de esta serie (tabla 18) eran
comparables a los pre-ensayos. Mas especificamente, las tasas de crecimiento de las etapas de adicion de los tres
ensayos estuvieron entre los valores minimos y maximos de las tasas de crecimiento indicadas anteriormente. Sin
embargo, las tasas de crecimiento de la etapa F3, durante el cultivo de M781 y de la etapa F2, durante el cultivo de
090, estuvieron ligeramente por debajo del valor minimo indicado anteriormente (0,15 < 0,18 y 0,62 < 0,65,
respectivamente) pero sin ninguna incidencia en los valores finales de OD590nm que estuvieron entre los valores
extremos de OD590nm, obtenidos durante los ensayos previos (14 y 25,1, respectivamente para el primer pre-
ensayo de la cepa 090 y H36b).

Tabla 18: Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de la poblacion durante la serie de
ensayos
Etapa M781 H36b 090 CJB111

He1 (W) o 0,82 0,85 0,63 0,72
tdry (Min) 51 49 60 58
ez (h™) " 0,92 0,96 0,62 1,16
tdez (Min) 45 43 67 36
Hrs (W) e 0,15 0,21 0,17 0,27
tdes (Min) 281 201 242 158

[0215] La concentracion final y la cantidad de cps de los ensayos fueron mayores que las de los pre-ensayos,
cuando se compararon los resultados de cada una de las 3 cepas (véase la tabla 19). El valor de la cepa de H36b
estuvo entre los valores obtenidos anteriormente para las otras cepas (0.35 L-1 entre 0,26 y 0,42, respectivamente,
obtenidos para el primer pre-ensayo de 090 y el segundo de M781). Los valores obtenidos para las cepas M781 y
090 fueron mayores de lo previsto. Es asi como las proporciones de cps a biomasa para estas cepas se excedieron
en un 10%, lo cual supuso que se facilitara la purificacién.

Tabla 19: Produccién y productividad de los polisacéaridos capsulares
M781 H36b 090 CJB111
ODsgonm final 17,2 20,9 16,5 26,55
Concentracion final de biomasa seca (g/L) 7,52 9,12 7,21 11,7
Concentracion final de cps (g/L) 1,01 0,35 0,82 0,42
Cantidad de cps producidos (g) 216 75 177 90,3
Proporcion cps/biomasa (%) 13,4 3,8 11,4 3,6

Andlisis de los controles del proceso interno critico

[0216] El primer control del proceso interno fue el OD590nm del frasco, antes de la inoculacién y se situé en un
intervalo de entre 0,80 para la cepa 0,90 y 1,50 para la cepa M781. No se observé ninguna etapa de latencia al
principio del cultivo, en el fermentador. El andlisis de la pureza del cultivo de los frascos se confirmé mediante la
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tincion de Gram que revelé que solo se puede realizar con cocos gram positivos y con el envase colectivo, ademas
del medio del fermentador al final del cultivo que, de manera parecida, revelé que solo se puede realizar con cocos
gram positivos. La desactivacion del pellet en NaOH 0,8 M se extendio en las placas tras 36 horas de desactivacion.

[0217] Los perfiles de las variaciones de los parametros (PO2, flujo de aire, flujo de O2, agitacion, pH y temperatura)

durante los 4 ensayos fueron comparables al perfil general que se indic6 en los pre-ensayos.

Tabla 20: Resultados de los ensayos piloto (purificaciéon de los polisacaridos)

Serotipo: la Ib [} \%
Parametro Unidad Limite Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
Peso del producto final g No disponible 25.9 211 28.9 155
TGA (peso en seco) %, p/p No disponible 93.6 90.9 91.9 90.2
Titulo de sacérido pg/mg* > 850 1030 989 959 1025
Proteinas pg/mg* <10 <5 <55 <5 <5
Acidos nucleicos pg/mg* <10 <0.0006 <0.002 0.007 <0.00006
Grupo de polisacéaridos pg/mg* <10 <2 <138 <2 <2
Acido sidlico libre %, m/m <1 <0.8 <0.9 <0.9 <0.15
Conformidad estructural No disponible conforme conforme | conforme | conforme | conforme
Grado de N-acetilacion % >80 92 92 90 103
Kd No disponible | No disponible 0.481 0.330 0.463 0.401
Endotoxinas/sacérido Ul/ug <1 < 0.0005 <0.001 0.0007 0.0003
Antiespumante pug/mg <10 <10 <10 <10 nd
*ug/mg de peso en seco
Tabla 21: Resultados de los ensayos piloto (activacidon/ conjugacion)
Serotipo: la Ib 1 \%
Unidad Limite Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
Ptorgsb‘?;;g‘ggo g No disponible 6.64 7.19 7.0 5.08
tr;;‘;?; o L No disponible 51 68 49 66
Producto final Kg No disponible 3.50 3.89 4.60 1.69
Concentracion de ug/mL No disponible 1133 999 489 781
sacarido
Concentracion de pg/mL No disponible 427 594 384 678
proteina
gﬁfg; g No disponible N 2.7 1.7 13 1.2
Proteina libre %, p/p <5 <5 <3 <5 <2
Sacarido libre %, p/p <25 16.2 8.9 19.6 <1
Acido sidlico libre %, m/m <1 <0.3 <0.3 <0.7 dispNo(r)libIe
pH No disponible 6.9-7.5 7.2 7.1 7.2 7.2
Clc?nefgfg?éja/d* No disponible positivo positivo positivo positivo positivo
NaCNBH3 ppm <2 <2 <2 <2 <2
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Serotipo: la Ib [ \%
Unidad Limite Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
Kd No disponible No disponible 0.212 0.220 0.351 0.40
Endotoxin:s/sacérid Ul/mg** No disponible 1 0.3 0.1 0.24
Sacarido total No disponible 4.0 4.4 2.3 1.3
(2): laand Ib: 1.0-3.5; IlI: 0.5-2.5; V: 0.5-3.0
*mediante RMN; **mg de sacarido; ***como equivalente al volumen de fermentacion

Tabla 22: Prondstico de los rendimientos para un incremento de 1.000 L (basado en procesos piloto)

Polisacéarido Polisacéarido Sacéarido Numero de Prondstico del
previsto a partir purificado glicoconjugado | dosis de 20 mg numero de
de un lote de previsto a partir previsto a partir previsto a partir dosis
Serotino 1.000 L de un lote de de un lote de de un lote de previsto a partir
P (segun los cultivo de 1.000 | cultivo de 1.000 1.000 L de procesos
procesos piloto) L L (segun los optimizados
(9) (segun los (segun los procesos (Millén)
procesos procesos piloto)(g)
piloto)(g) piloto)(g) (Millén)
la 370 140 84 4.2 >8
Ib 370 110 62 3.1 >6
1l 370 125 38 1.9 >4
\% 370 75 20 1.0 >3

Métodos analiticos relacionados con la fermentacién

[0218] Determinacion de la biomasa. Durante la fermentacién, se monitoriza el contenido de la biomasa mediante la
medicion de la densidad Optica del cultivo, a una longitud de onda de 590nm. Las diluciones de la muestra tienen
que prepararse con el fin de marcar un valor de absorbencia dentro del intervalo 0,300-0,600. El peso himedo de la
cosecha se determina tras la centrifugacion durante 25 minutos a 16.000 xq.

[0219] Determinacion del contenido del polisacarido capsular. El polisacarido capsular de serotipo especifico de
GBS esté hecho de una unidad que se repite de los siguientes sacaridos: NANA: N-acetil-acido neuraminico o &cido
sidlico ; GLUC glucosa; GAL: galactosa y NAGA: N-acetilglucosamina . El contenido de &cido sidlico puede
determinarse utilizando el método quimico establecido por Svennerholm (Svennerholm L., (1957) Biochem. Biophys.
ACTA 24:604-611). La composicién de la unidad que se repite difiere del serotipo, asi que tiene que aplicarse un
factor correctivo diferente para cada serotipo.

%<-%@:&‘x

@ %‘\%’1%\‘
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Azlcar | FW | serotipo unida%gt:](;;: ;?aﬁite gal FW CP F’)\erpN(X/CCi:é; Factor correctivo
la 2:1:11 980 0,315 3,17
NANA | 309 Ib 2:1:11 980 0,315 3,17
GLUC 180 1l 3:2:1:1 1304 0,237 4,22
GAL 180 ] 1:2:1:1 980 0,313 3,17
NAGA | 221 \% 2:3:1:1 1304 0,237 4,22

Preparacién de la muestra.

[0220]

* Se centrifuga una cantidad de 10 OD. mL (16000 xg, 5 min, 4° C) [estandarizacion]

* Se lava el pellet con 1mL de PBS y se centrifuga (16000 xg, 5 min, 4° C) [lavado]

* Al pellet se le afladen 500 mcL de NaOH (2 N, 65° C, 1 h) [hidrdlisis]

* Tras 1 hora, se neutraliza con 500 mcL HCI (2 N, 4° C) [neutralizacion]

* Se extraen los restos celulares mediante centrifugacién (16000 xg, 30 min, 4° C) [purificacién]

* Se esteriliza el sobrenadante mediante filtracion (0.22 micrones) [esterilizacién]

* Se diluyen 100 mL con 900 mL de H20 [dilucion]

[0221] Preparacion de una curva estandar. Un cultivo de la cepa COH1-13 (encapsulado) se prepara de la misma
manera que en las muestras. La fase de la dilucion se caracteriza por la adicion de unas cantidades conocidas de
una solucion madre de acido sidlico para obtener concentraciones finales de 1, 5, 10, 15, 20 y 30 mg/mL. (100 mL
sobrenadante + x mL &cido sialico SS + 900-x mL H20).

[0222] Reaccion quimica. Materiales iniciales para el reactivo: A = Resorcinol (2%, H20); B = CuS0O4.5H20 (0,1
M,H20). El reactivo nuevo se mezcla como sigue: 10 mL A + 0.25 mL B + H20 (Vfin = 20 mL) -> + HCI (37%) (Vfin =
100 mL). Una vez mezclado, el reactivo esta estable durante 1 semana a 4° C. Se afiade 1 mL del reactivo a 1 mL
de la muestra diluida y se incuba durante 40 min a 90° C, se marca la absorbencia a 564 nm.

[0223] Cuantificacion. Determina la cantidad de NANA en la muestra utilizando para ello una curva estandar.

* Se aplica un factor correctivo del serotipo [contenido especifico de CP (mg/LOD)]

» Se multiplica con el OD del cultivo [contenido volumétrico de CP (mcg/mL or mg/L)]

» Se multiplica con el volumen de la cosecha [total producido de CP (mg)]

Ejemplo B — Purificacién

[0224] Este ejemplo muestra un protocolo de purificacion ejemplar que proporciona niveles mucho mas altos de
purificacion que los que previamente han sido posibles para los polisacaridos capsulares.

Aislamiento y purificacion de los polisacaridos de GBS de los tipos la, Ib, llly V

[0225] Los originarios polisacaridos de GBS del tipo V se extrajeron y purificaron a partir de una bacteria, utilizando
las siguientes fases del proceso:

[0226] Fermentacion bacteriana: una cepa GBS del tipo V (p. €., CIB111) creci6 en un medio complejo. Puede
utilizarse cualquier método de cultivo, aunque se prefiere el cultivo fermentativo que aqui se divulga.

[0227] Desactivacion de la fermentacion de la biomasa y extraccién de polisacaridos (tratamiento de base): si es
necesario, se puede calentar la biomasa para llevarla a temperatura ambiente. Se afiadié Hidréxido de sodio (4 M) a
la biomasa recuperada para una concentracion final de 0.8 M y se mezcl6 homogéneamente. La suspension fue
posteriormente incubada a 37° C durante 36 horas con la mezcla.
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[0228] Neutralizacion de la biomasa: tras la extraccion con el tratamiento de base, se afiadio TRIS-base 1 M (121,14
g/mol) para una concentracién final de 50 mM (52.6 mL por 1 L de preparado base) y la suspensiéon se mezclé hasta
homogeneizar. Se ajusté el pH de la mezcla a 7,8 con HCI (6 M) (1:1 dilucién de acido concentrado).

[0229] Precipitacion alcohdlica: se afiadieron 2 M CaCl2 a la concentracion final de 0,1 M(52.6 mL por 1 L de
preparado neutralizado) y la suspensién se mezclé hasta la homogeneizar. Se afiadié Ethanol (96% (v/v) a la
concentracion final del 30%(v/v) etanol (428 mL por 1 L) y la suspensiéon se mezclé hasta homogeneizar.

[0230] Microfiltracion tangencial: se recuperd el sobrenadante de la precipitacion alcohdlica mediante una
microfiltracion tangencial en una membrana de celulosa de 0.2 mm (Sartorius Sartocon Hydrosart 0,1 m2) contra un
tampodn de didlisis que contenia: NaCl (0,5 M) + CaCl2 (0,1 M) + 30% de etanol (v/v) tamponado a un pH de 7,8. Se
utilizaron diez volimenes de didlisis para la microfiltracién. Se filtr6 el permeato utilizando para ello un filtro de
0,45/0,2 mm para esterilizar el permeato (filtro Sartorius Sartobran).Nota: como alternativa, el material retenido
puede aclararse por centrifugado (reteniendo el fluido sobrenadante) y conservarse a 2-8 ° C.

[0231] Diafiltracién tangencial 30kDa: para eliminar la materia particulada formada durante su almacenamiento, el
material se filtr6 con un filtro de 0,45/0,2 mm (filtro Sartobran).Se diafiltr6 el material en una membrana de celulosa
de 30kDa (Sartorius Sartocon Hydrosart 0,1 m2) contra 25 volimenes de TRIS 50 mM + NaCl 0,5 M a un pH de 8,8
y, luego, contra 10 volimenes de Na2CO2 0,3 M + NaCl 0,3 M tamponados a un pH de 8,8. Ajuste de presion:
[IP[Pin-Pout]<0,7 bares, TMP[(Pin+Pout)/2]>1,0 p.ej.,Pin=2 bares, Pout=1 bar).Se filtroesteriliz6 el material retenido
utilizando para ello un filtro de 0,45/0,2 mm (filtro Sartorius Sartobran ). Entonces, el material se conservg a 2-8° C
(durante un maximo de 15 dias) hasta que se volviera a necesitar.

[0232] Filtracion de lecho profundo: se aplic6é una filtracion de lecho profundo en una capsula CUNO BioCap 2000
1300 cm2 (o filtro CUNO Z-carbono R52SP para preparaciones a pequefia escala) para extraer los contaminantes
proteicos residuales. El nimero de cépsulas o filtros utilizados se especifico en la base de la proporcion: 0,5 cm2 por
mg de proteinas residuales.

[0233] Ejemplo con cépsulas CUNO: utilizando una bomba peristéltica, se lavo la capsula con >9,0 L de Na2CO3
300 mM + NaCl 0,3 M, tamponados a un pH de 8,8, a una tasa de flujo de 350 + 50 mL/min. Si el volumen del
material fuera menor de 1,6 L, la suspension se diluiria a un volumen correcto con Na2CO3 0,3 M + NaCl 0,3 M,
tamponados a un pH de 8,8. El material se filtré y el filtro fue posteriormente lavado con 2,5 L de Na2CO3 0,3 M +
NaCl 0,3 M, tamponados a un pH de 8,8. Se combind el material que se obtuvo de las diferentes capsulas. El
material recogido se filtr6 en nuevas capsulas (1/5 del nimero anterior) y se lavé con 2,5 L de Na2C0O3 0,3 M + NaCl
0,3 M, tamponados a un pH de 8,8. El material se filtroesterilizé utilizando para ello un filtro de 0,45/0,2 mm (filtro
Sartorius Sartobran ). El material se conservd a 2-8° C (durante un maximo de 15 dias) hasta que se volviera a
necesitar.

[0234] Re-N-Acetilacién del polisacarido: El material se diluyé en 2 mg de polisacarido/ mL (estimado mediante una
prueba de resorcinol y acido sialico) con Na2CO3 (0,3) M + NaCl (0,3 M), tamponados a un pH de 8,8. La solucién
madre de anhidrido acético se preparé con las siguientes proporciones: 8,3 mL de anhidrido acético + 8.3 mL de
96% de etanol + 983,4 mL de agua. Se afiadi6 la nueva soluciébn madre de anhidrido acético a la solucién de
polisacarido diluida en 2 mg/mL para una proporcién de >22:1 de anhidrido acético (unidad de polisacérido que se
repite). El material se incubd con la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente. Al cabo de dos horas, se
comprobo el pH para confirmar que era de ~[18.8.

[0235] Purificacion del polisacarido re-N acetilado por diafiltracion tangencial de 30 kDa: Para eliminar la particula
formada durante el almacenamiento, se filtra la sustancia con un filtro de 0.45/0.2 mm(filtro Sartobran).Nota: la
clarificacion por centrifugado también es aceptable. Se dia-filtré la sustancia usando una membrana de celulosa de
30 kDa (Sartocon Hydrosart 0.1 m2) contra 13 volimenes de acetato de sodio con un ajuste de presion de P[Pin-
Pout]<0.7 bar, TMP[(Pin+Pout)/2]>1.0 (ejemplo Pin=2 bar, Pout=1 bar). Se esterilizé la sustancia con un filtro de
0.45/0.2 mm (filtro Sartorious Sartobran). La sustancia se conservo a 2-8°C hasta el momento de su uso (maximo 15
dias).

[0236] Recuperacién del polisacarido: Se afadié CaCl2 2 M para obtener una concentracion final de 0.1 M (52.6 mL
por 1 L de mezcla neutralizada) y se mezcld la suspension para su homogeneizacion. Se afiadio etanol (96% (v/v))
para una concentracion final de 80% (v/v) (ratio de 4 L por 1 L de solucién) y se mezcld la suspension para su
homogeneizacion. Se lavo el precipitado (2-3 veces) con etanol fresco 96% (~[150 mL cada uno).El precipitado se
recoge mediante centrifugado a 3000 x g durante 10 minutos y es desecado como polvo al vacio.

Métodos analiticos
[0237] Ensayos quimicos en mojado: Se determiné el volumen de sacarido mediante el ensayo quimico en mojado
del &cido sidlico (Svennerholm, L. Biochem. Biophys. Acta 1957, 24, 604). La muestra se hidrolizé en HCl a 80° C 90

minutos, neutralizada con NaOH e inyectado en un sistema DIONEX (TM). Se procesan los datos mediante el
software CHROMELEON (TM). Se eluy6 el sacarido usando un gradiente lineal de 90 en siete minutos: 10 a 60:40
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0.1 M NaOH, 0.1 M NaAcetate: 0,1 M NaOH, 0.5 M NaNO3 CarboPac PA1 con una columna de proteccion PAL con
un caudal de 1.0 ml/min.

[0238] Se determind el acido sialico mediante inyeccién de la muestra de polisacaridos disuelto en agua a 1.0 mg/ml
sin hidrolizar la muestra. De este modo fue posible separarlo libremente del &cido sialico vinculado. La figura 29 es
una superposicion de la muestra de polisacarido y el estandar (linea gris) a 0.5 mg/ml. En la muestra de
polisacaridos, el acido sialico no se detecta. El pico en el paso de regeneracion fue el polisacarido no hidrolizado. El
acido sialico libre es un importante parametro porque esta relacionado con la respuesta inmunitaria.

[0239]EIl volumen de la proteina residual se determiné mediante una prueba comercial (Pierce) MicroBCA (TM). El
volumen del acido nucleico residual se determiné siguiendo el método publicado por Sheldon, E.L.; et al. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 1989, 156(1), 474.

[0240] El volumen de polisacarido residual del Grupo B se obtiene determinando los residuos ramnosa y usando un
método basado en el andlisis HPAEC-PAD. Ramnosa es un sacarido especifico en los carbohidratos del Grupo B
que no se encuentra en los polisacaridos tipo y se usé para determinar el volumen de carbohidrato residual
contaminante después de la purificacion de los polisacaridos capsulares. La muestra analizada GBS polisacéarido
tipo 1l se purifico en la figura 30. La muestra no presenta un pico de ramnosa indicando la ausencia de otro
carbohidrato contaminante. El cromatograma gris se obtuvo afiadiendo ramnosa estandar a la muestra. Las
muestras y estandares se hidrolizaron en TFA 2N a 100° C durante 3.0 horas, después se evaporaron in SpeedVac
y se reconstituy6 con 450 ml de H20. El rango de la curva de ramnosa estandar es 1.0 - 10.0 mg/ml. Los parametros
cromatograficos fueron: CarboPac PA1 con una columna de proteccién PAL con un caudal de 1.0 ml/min de NaOH
12 mM durante 15 minutos seguido por 5 minutos de regeneracion con NaOH 500 mM y después re-equilibrado en
NaOH 12mM durante 25 minutos.

[0241] Andlisis cromatogréfico: los pesos moleculares aproximados de los polisacéaridos tipo se estimaron mediante
HPLC en un SUPEROSE (TM) 6 HR columna 10/30 (GE Healthcare), equilibrados con PBS vy calibrados con
dextrano.

[0242] Analisis RMN: las muestras de los polisacéridos purificados se prepararon mediante la disolucién del polvo en
1 mL de éxido de deuterio (D20, Aldrich) con una concentracién uniforme. Se transfirieron las alicuotas (750 mL) de
las muestras a los tubos RMN de 5-mm (Wilmad). Los experimentos de 1H RMN se registraron a 25° C en el
espectémetro Bruker 600 MHz y se utilizé una sonda de banda ancha de 5-mm (Bruker). Se utiliz6 el paquete
informatico XWINRMN (Bruker) para la toma de datos y para su procesamiento. Se recogio el espectro 1-D protén
RMN utilizando para ello un experimento estandar one-pulse con 32 escéneres. El transmisor se establecio en la
frecuencia HDO (4,79 ppm). Los espectros 1H RMN se obtuvieron en materia cuantitativa utilizando para ello un
tiempo total de reciclaje para asegurar una completa recuperaciéon de cada sefial (5 x tiempo de relajacion
longitudinal, T1).

[0243] Se registraron los espectros de RMN 2-D en correlacion homo y hetero para asignar los perfiles de RMN 1-D
proton (véanse las figuras 25-28). El punto maximo de la asignacion se confirmé también mediante la comparacion
con los datos publicados: Michon, F.; Chalifour, R.; Feldman, R.; Wessels, M.; Kasper, D.L.; Gamian, A.; Pozsgay,
V.; Jennings, H.J. Infect Immun 1991, 59, 1690 y articulos relacionados.

Resultados y discusién

[0244] Este procedimiento proporciona una sencilla novedad, un método rapido y efectivo para purificar los
polisacéridos tipo a partir de la bacteria del Estreptococo. Resulta beneficioso que el proceso no implique el uso de
tratamientos con ADNsa, RNAsa y proteasa. Los productos se recuperan con altos rendimientos mientras que todos
los principales contaminantes potenciales (proteinas, acidos nucleicos y polisacéridos del Grupo B) descienden por
debajo del 1% p/p. El nuevo método de purificacion puede utilizarse para la elaboracion de materiales clinicos y
comerciales derivados de estos polisacaridos capsulares.

[0245] La pureza del producto fue confirmada segun se indica en la tabla 24.
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Tabla 24 - resumen de la pureza de los polisacaridos de GBS, tipos: la, Ib, lll y V (4 ensayo quimico por via hUmeda
de acido sialico; 2 MicroBCA kit de ensayo comercial de proteina; 3 ensayo de acido nucleico, 4 ensayo del
polisacarido del grupo B)

1 Contenido de 2 Contenido de 3 Contenido de acido 4 Contenido de PS
Tipo PS PS proteina residual nucleico residual residual grupo B
(ug/mg polvo) (ng/mg polvo) (ng/mg polvo) (ug/mg polvo)
Tipo la 090 935 3 <10 <10
Tipo Ib H36B 757 9 <10 <10
Tipo 11l M781 746 1 <10 <10
Tipo V CJB111 785 3 <10 <10

[0246] El peso medio molecular para el tipo de polisacaridos, estimado mediante cromatografia por exclusion de
tamafio, fue de -200 Kda para los tipos la, Ib y <100 Kda para los tipos Il y IV. La identidad estructural de los
polisacéaridos de GBS de los tipos la, Ib, lll y V fue confirmada por espectroscopia 1H RMN (figuras 25-28).

Ejemplo C = Purificacion

[0247] Este ejemplo muestra otro protocolo ejemplar de purificacién que proporciona niveles mucho mas altos de
purificacién que los que previamente han sido posibles para los polisacaridos capsulares.

Aislamiento y purificacion de los polisacéaridos de GBS de los tipos la, Ib, llly V

[0248] Los originarios polisacaridos de GBS del tipo V se extrajeron y purificaron a partir de una bacteria, utilizando
las siguientes fases del proceso:

[0249] Fermentacion bacteriana: una cepa GBS del tipo V (p. ej., CIB111) crecié en un medio complejo. Puede
utilizarse cualquier método de cultivo, aunque se prefiere el cultivo fermentativo que aqui se divulga.

[0250] Desactivacion de la fermentacion de la biomasa y extraccion de polisacaridos (tratamiento de base): si es
necesario, se puede calentar la biomasa para llevarla a temperatura ambiente. Se afiadié Hidréxido de sodio (4 M) a
la biomasa recuperada para una concentracion final de 0.8 M y se mezcl6 homogéneamente. La suspension fue
posteriormente incubada a 37° C durante 36 horas con la mezcla.

[0251] Neutralizacion de la biomasa: tras la extraccion con el tratamiento de base, se afiadié TRIS-base 1 M (121,14
g/mol) para una concentracion final de 50 mM (52.6 mL por 1 L de preparado base) y la suspension se mezcld hasta
homogeneizar. Se ajusté el pH de la mezcla a 7,8 con HCI (6 M) (1:1 dilucién de &cido concentrado).

[0252] Precipitacion alcohdlica: se afiadieron 2 M CaCl2 a la concentracion final de 0,1 M(52.6 mL por 1 L de
preparado neutralizado) y la suspensién se mezclé hasta la homogeneizar. Se afiadio Ethanol (96% (v/v) a la
concentracion final del 30%(v/v) etanol (428 mL por 1 L) y la suspensién se mezcld hasta homogeneizar.

[0253] Microfiltracion tangencial: se recuperd el sobrenadante de la precipitacion alcohdlica mediante una
microfiltracion tangencial en una membrana de celulosa de 0.2 mm (Sartorius Sartocon Hydrosart 0,1 m2) contra un
tampon de didlisis que contenia: NaCl (0,5 M) + CaCl2 (0,1 M) + 30% de etanol (v/v) tamponado a un pH de 7,8. Se
utilizaron diez volimenes de didlisis para la microfiltracion. Se filtr6 el permeato utilizando para ello un filtro de
0,45/0,2 mm para esterilizar el permeato (filtro Sartorius Sartobran).Nota: como alternativa, el material retenido
puede aclararse por centrifugado (reteniendo el fluido sobrenadante) y conservarse a 2-8 ° C.

[0254] Diafiltraciéon tangencial 30kDa: para eliminar las particulas finas formadas durante su almacenamiento,se filtrd
la sustancia con un filtro de 0.45/0.2 mm (filtro Sartobran).Se purifico el material con un primer paso de diafiltracion
usando una membrana celulosa de 30 kDa (Sartorius Sartocon Hydrosart 0.6 m2) contra 20 volimenes de TRIS 50
mM, NaCl 0.5 M a un PH de 8.8 y después contra 10 volumenes de fosfato Na 10 mM a un pH de 7.2. Ajuste de
presion Pin=3 bar, Pout=1 bar. Se diluy6 el retenido del primer paso de diafiltracion a 10 kg y después se le traté con
acido acético/solucion de acetato de sodio a un pH de 4.0(2 L). La suspension obtenida de este tratamiento se filtrd
usando capsulas de GFPlus 0.45 mm(Sartorius) para tratar de eliminar el precipitado y luego se filtr6 una vez mas
usando un filtro de membrana de 0.2 mm(Sartobran Sartorius). El pH se mantuvo en un valor de 4.4 6 0.1. El
producto filtrado se diafiltr6 después de nuevo contra Na2CO3 0.3M, NaCl 0.3 M a un pH de 8.8. Después de la
filtracion posterior usando un filtro de 0.45/0.2, el material se conservd a 2-8° C (durante un maximo de 15 dias)
hasta el momento de su uso.

[0255] Filtracién adherente con capsulas CUNO: la filtracion se realizé usando cartuchos CUNO Z-Carbon R53SLPS8.
Usando un bomba peristaltica, se unieron los cartuchos a un recipiente exclusivo y después se lavaron con >20.0 L
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de WFI con un caudal de 580 6 40 mL/min. Luego los cartuchos se lavaron con >20.0 L de Na2C0O3 0.3 M, NaCl 0.3
M a un pH de 8.8 con el mismo caudal. Si el volumen de la sustancia fuera menor de 20 L, entonces se diluiria al
volumen deseado con Na2CO3 0.3 M, NaCl 0.3 M amortiguado a un Ph de 8.8. La sustancia después se filtr6 y se
recogio en una bolsa estéril. El recipiente se llené con 20 L de Na2C0O3 0.3 M, NaCl 0.3 M a un pH de 8 h llevando la
filtracion a recoger 6 L de producto filtrado. La sustancia se filtré luego usando un filtro de 0.45/0.2 mm. La sustancia
se conservo a 2-8 °C (durante un maximo de 15 dias) hasta el momento de su uso.

[0256] Acetilacién Re-N de polisacarido: la sustancia Z-Carbén filtrada se traté con anhidrido acético/ solucién de
etanol para permitir una acetilaciéon Re-N. La mezcla reactiva necesaria para tratar 1 L de solucién de polisacarido se
preparé usando las siguiente proporciones: 4,15 Ml de anhidrido acético+ 4.15 L de etanol 96%. La solucion de la
reaccion se incubd bajo agitacién durante 2 horas a temperatura ambiente. Se reviso el pH al final de las dos horas
para verificar que era alrededor de 7.

[0257] Purificacion del polisacarido re-N-acetilado mediante diafiltracion tangencial 30 kDa: el material se diafiltré en
membranas de celulosa 30 kDa(0,1 m2 Sartocon Hydrosart) contra 13 voliumenes de fosfato de potasio 10 mM a un
pH de 7,2 con unos ajustes de presion de P[Pin-Pout]<0,7 bares, TMP[(Pin+Pout)/2]>1,0 (p. €j., Pin=2 bares, Pout=1
bar). Entonces, se filtr6 el material utilizando para ello un filtro de 0,45/0,2 mm. El material se conservo a -20° C
hasta que fuera necesario.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Un método para purificar un polisacarido capsular a partir del Estreptococo agalactiae que se compone de una
fase de filtracion en la que se utiliza un filtro adherente, donde el método no incluye una fase de tratamiento con
detergente cationico para precipitar el polisacarido capsular, seguida de una fase de resolubilizacién del
polisacarido capsular.

El método de la reivindicacion 1, donde el filtro adherente es un filtro adherente de proteina.
El método de la reivindicacion 1, donde el filtro adherente es un filtro de carbono.

El método de la reivindicacion 3, donde el filtro de carbono contiene carbono activado e inmovilizado en una
matriz.

El método de cualquiera de lasa reivindicaciones 1-4, donde la fase de filtracién en la que se utiliza un filtro
adherente viene precedida por las siguientes fases:

i) precipitacion alcohdlica de las proteinas contaminantes y/o los &cidos nucleicos y
i) diafiltracion.
El método de la reivindicacion 5, donde la diafiltraciéon es una diafiltracién de flujo tangencial.
El método de la reivindicacion 6, donde se realizan dos ciclos de diafiltracién de flujo tangencial y el material

retenido del primer ciclo de diafiltracion se trata con una solucién de acetato acido acético/sodio entre el primer y
el segundo ciclo.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde la fase de filtracion en la que se utiliza un filtro
adherente viene seguida por las siguientes fases:

iv) Re-N-acetilacion,
V) Diafiltracion.

El método de la reivindicacion 8, donde la diafiltracion es una diafiltracion de flujo tangencial.

El método de la reivindicacion 9, donde se realizan dos ciclos de diafiltracién de flujo tangencial y donde el
material retenido del primer ciclo de diafiltracion se trata con una solucion de acetato &cido acético/sodio entre el
primer y el segundo ciclo.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 donde el Estreptococo agalactiae se selecciona a partir de
los serotipos 1a, 1b, 3,4y 5.

El método de la reivindicacion 11, donde el Estreptococo agalactiae se selecciona a partir de las cepas 090,
7357, H36b, DK21, M781, 2603 y CJB111.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde la filtracion en la que se utiliza un filtro adherente
viene seguida por otra filtracién en la que se utiliza un filtro de 0.45/0.2 mm.

Un método para conjugar un polisacarido capsular a partir del Estreptococo agalactiae, con una proteina
portadora, donde el método se compone de:

a) el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, seguido de
b) conjugacion del sacarido con una proteina portadora.

El método de la reivindicacion 14, donde la proteina portadora es el toxoide de difteria, el toxoide del tétano o el
CRM 197, mutante de la toxina de la difteria.

El método de las reivindicaciones 14 6 15, donde el conjugado se obtiene mediante la oxidacion del polisacarido
seguida de una aminacion reductora con la proteina.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 14-16, donde el conjugado tiene una proporciéon de sacarido
proteina (p/p) de entre 1,5y 5,1.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 14-17 que se compone, adicionalmente, de la fase de mezcla

de los conjugados individuales preparados a partir de uno o mas de los Estreptococos del Grupo B de los
serogrupos la, Ib, o IlI,I para proporcionar un preparado polivalente.
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19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 14-18 que se compone, adicionalmente, de la fase de mezcla
de los conjugados individuales para proporcionar un preparado bivalente, trivalente, tetravalente, pentavalente,
hexavalente, heptavalente o undecavalente.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 14-19, donde se combina el conjugado con un portador
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farmacéuticamente aceptable.

41



ES 2535080 T3

FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3A
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FIGURA 3B

Tipo III (M781)
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FIGURA 4

EQUIPO DE
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FIGURA 22
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FIGURA 23
100,0 4
+, =0,28
+n=0,82 P =031
ey = 0,92 _A"__,‘r‘}-i
'y ATy
+£=0,87 Y= 0.92 = o018
100 - {1 = 0.67 P =
Brs =019
M =0.80
gl I
o ot 0.66
pry = Q.
104 " mM781
aH36b
<080
ACJIB111
01 — - v y
0 2 3 7

4
Tiempo (h)

48

Perfiles del OD,,,  en los segundos pre-ensayos de fermentaciones



ES 2535080 T3

FIGURA 24
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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FIGURA 28
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FIGURA 29
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FIGURA 30
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