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DESCRIPCIÓN 

Método para producir cepas atenuadas de salmonela de alto rendimiento 

Campo de la invención 

Esta invención se relaciona con un nuevo método para cultivar cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi que 
albergan una mutación con pérdida de función en el gen galE y que alberga una molécula de ADN recombinante. El 5 

método comprende la etapa de cultivar dicha cepa de Salmonella typhi sin añadir glucosa al medio durante la 
fermentación con una cantidad de glucosa inicial que se agota antes de alcanzar la fase estacionaria. La invención se 
relaciona además con cepas de Salmonella typhi mutantes atenuadas obtenibles mediante dicho método y a una cepa 
mutante atenuada de Salmonella typhi que alberga una molécula de ADN recombinante que codifica una proteína 
receptora de VEGF para uso como vacuna. 10 

Antecedentes de la invención 

Entre el número de enfoques diferentes para el desarrollo de vacunas, las vacunas bacterianas vivas son una de las 
más prometedoras, ya que imitan la ruta de entrada de muchos patógenos y son capaces de provocar respuestas 
inmunes humorales y celulares efectivas, tanto a nivel sistémico como compartimentos mucosos. Las vacunas 
bacterianas vivas se pueden administrar por vía oral o nasal, lo que ofrece ventajas de simplicidad y seguridad en 15 

comparación con la administración parenteral. Los costes de preparación de los lotes son relativamente bajos y las 
formulaciones de vacunas bacterianas vivas muestran una alta estabilidad. La atenuación puede lograrse mediante la 
eliminación de varios genes, incluidos la virulencia, los genes reguladores y metabólicos. 

Las vacunas bacterianas atenuadas no solo pueden usarse para inducir inmunidad a su cepa patógena 
correspondiente, sino que también pueden modificarse para administrar uno o más antígenos heterólogos. 20 

Los derivados atenuados de Salmonella entérica son atractivos como vehículos para la administración de antígenos 
heterólogos al sistema inmune de mamíferos porque las cepas de S. entérica pueden administrarse potencialmente a 
través de rutas de inmunización de mucosa y tienen la capacidad de invadir tejidos del huésped y persistir, mientras 
continúan produciendo un antígeno heterólogo. Además, las cepas de Salmonella provocan fuertes respuestas 
inmunitarias humorales y celulares, tanto a nivel de los compartimentos sistémicos como mucosos. 25 

Varias cepas de Salmonella typhimurium atenuadas por aromutaciones han demostrado ser vehículos de 
administración seguros y efectivos para antígenos heterólogos en modelos animales. 

En el documento WO 03/073995 se describen enfoques para administrar estructuras de ADN que codifican antígenos 
heterólogos, en particular proteínas receptoras de VEGF, a través de cepas vivas atenuadas de Salmonella 
typhimurium en células diana de ratón. Niethammer et al., (Nature Medicine 2002, 8(12), 1369) demostraron que la 30 

cepa SL7207 de S. typhimurium aroA atenuada alberga un vector de expresión que codifica el receptor 2 del factor de 
crecimiento endotelial vascular murino (VEGFR-2 o FLK-1), que es esencial para la angiogénesis tumoral, es funcional 
como una vacuna contra el cáncer. 

Sin embargo, solo hay una cepa atenuada de Salmonella entérica serovar, específicamente, Salmonella entérica 
serovar typhi Ty21a (abreviado: S. typhi Ty21a), que se ha aceptado para su uso en humanos. 35 

Esta vacuna oral viva bien tolerada contra la fiebre tifoidea se obtuvo mediante mutagénesis química del aislado 
bacteriano virulento de tipo salvaje S. typhi Ty2 y alberga una mutación con pérdida de función en el gen galE, así 
como otras mutaciones menos definidas. Se ha licenciado como vacuna contra la fiebre tifoidea en muchos países 
después de que se demostró que es eficaz y segura en pruebas de campo. 

Existe una fuerte demanda de vectores bacterianos vivos atenuados como vehículos de administración de antígenos 40 

heterólogos, especialmente antígenos cancerígenos, que son seguros para su uso en humanos. La provisión de dicho 
vector bacteriano atenuado como vacuna de ADN también requiere el cultivo eficiente, de alto rendimiento de la cepa 
bacteriana atenuada transformada con dicho ADN de antígeno heterólogo. La transformación de cepas bacterianas 
con construcciones de ADN recombinante a menudo da como resultado una disminución del crecimiento celular. Por 
lo tanto, a menudo es necesario mejorar el proceso de cultivo preferiblemente a gran escala para obtener altos 45 

rendimientos de células viables y funcionalmente activas. 

Objetos de la invención 

Un objetivo de la presente invención era mejorar los métodos de la técnica anterior para cultivar cepas mutantes 
atenuadas de Salmonella typhi. En particular, era un objeto de la presente invención desarrollar un método de cultivo 
eficiente para obtener altos rendimientos de células bacterianas viables que albergan una molécula de ADN 50 

recombinante que codifica un antígeno heterólogo. Tal método y cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi 
obtenibles mediante dicho método servirían para satisfacer la gran necesidad de cepas de Salmonella atenuadas y 
seguras como vacunas de ADN para uso en humanos. Tal método sería particularmente adecuado para la producción 
comercial a gran escala de vacunas de ADN con base en cepas de Salmonella atenuadas. 
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Resumen de la invención 

Sorprendentemente, se ha descubierto que el rendimiento celular de una cepa atenuada de Salmonella typhi que 
carece de actividad de galactosa epimerasa puede aumentar notablemente si la cantidad de glucosa en el medio se 
reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria. Los inventores han demostrado que la adición de glucosa al 
medio durante la fermentación no da como resultado una masa celular más alta/valores de OD más altos. Por el 5 

contrario, al omitir la adición de glucosa durante el cultivo de la cepa atenuada de Salmonella se obtienen densidades 
ópticas de aproximadamente 6 a aproximadamente 8 al comienzo de la fase estacionaria de crecimiento celular, 
mientras que el cultivo idéntico a un nivel de glucosa de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 g/l, preferiblemente 
de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 g/l (por ejemplo, conseguido pulsando secuencialmente el medio con 
glucosa) da como resultado densidades ópticas de solo aproximadamente 3 a aproximadamente 5,5. 10 

El método para cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi de acuerdo con la invención proporciona 
además células de diferente morfología en comparación con células cultivadas con glucosa. Las células de Salmonella 
typhi cultivadas sin glucosa son más pequeñas y más cortas que las células cultivadas con glucosa. Sin embargo, 
estas células morfológicamente diferentes, como las células cultivadas en un medio que contiene glucosa, son 
completamente biológicamente activas y no muestran ninguna tendencia a la lisis celular. 15 

El aumento en el rendimiento celular obtenido omitiendo la adición de glucosa durante el cultivo de acuerdo con el 
método de la presente invención se observa independientemente de si la cepa mutante atenuada seleccionada de 
Salmonella typhi alberga una molécula de ADN recombinante que codifica un antígeno heterólogo (tal como 
ADNpc3.1-FLK1, o un plásmido derivado del mismo, como pVAX10.VR2-1) o no (la cepa atenuada vacía). 

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invención se refiere a un método para cultivar una cepa mutante atenuada de 20 

Salmonella typhi que alberga una mutación con pérdida de función en el gen galE y que comprende al menos una 
copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete de expresión que comprende la etapa de 
cultivar la cepa en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH de partida aproximadamente neutro 
a escala de fermentación, en la que no se agrega glucosa al medio durante la fermentación y la cantidad de glucosa 
se reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria, y en la que el volumen del medio es al menos 25 

aproximadamente 10 litros. 

En el método de acuerdo con la invención, no se agrega glucosa al medio durante la fermentación y la cantidad inicial 
de glucosa se agota antes de alcanzar la fase estacionaria. 

En una realización particular, dicha cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi Ty21a. 

En una realización particular, el casete de expresión es un casete de expresión eucariota. En una realización particular, 30 

el casete de expresión codifica una proteína receptora de VEGF. En una realización particular, la proteína receptora 
de VEGF se selecciona del grupo que consiste en VEGFR-2 humana y un homólogo de la misma que comparte al 
menos aproximadamente 80% de homología con la misma. En una realización preferida, el VEGFR-2 humano tiene 
la secuencia de aminoácidos que se encuentra en la SEQ ID NO 1. 

En una realización particular, el medio regulado comprende peptona de origen no animal. En una realización preferida, 35 

dicho medio regulado es caldo de soja tríptico (TSB) de origen no animal. 

En una realización particular, el volumen del medio es de aproximadamente 10 litros a aproximadamente 10.000 litros, 
más particularmente de aproximadamente 30 litros a aproximadamente 1.000 litros, lo más particularmente de 
aproximadamente 100 litros a aproximadamente 500 litros. 

En una realización particular, la concentración de glucosa inicial corresponde a la del medio bacteriano mínimo o 40 

menos, particularmente la concentración de glucosa inicial es de aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 4 g/l. 

En una realización particular, el valor de pH inicial es de aproximadamente 5 a menos de aproximadamente 9, 
particularmente de aproximadamente 6 a aproximadamente 8, más particularmente de aproximadamente 6,5 a 
aproximadamente 7,5. 

En una realización particular, el valor de pH se ajusta durante dicho cultivo a un valor de pH de aproximadamente 6 a 45 

aproximadamente 8, particularmente a un valor de pH de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5. 

En una realización particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad óptica (OD), 
particularmente mediante el control in situ de la densidad óptica del cultivo o tomando muestras y midiendo la densidad 
óptica de las muestras. 

En otra realización particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad celular, de manera 50 

particular microscópicamente o midiendo la resistencia eléctrica, o mediante citometría de flujo. 

En otra realización particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo el valor de unidades formadoras de 
colonias (CFU) tomando muestras y cultivando en placas de agar. 
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En una realización particular, las células se cosechan antes de alcanzar una densidad óptica de aproximadamente 6, 
particularmente a una densidad óptica de aproximadamente 5 a aproximadamente 6. 

En una realización particular, la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi Ty21a y la molécula 
de ADN recombinante comprende el gen de resistencia a kanamicina, el ori pMB1 y un casete de expresión eucariota 
que codifica VEGFR-2 humano, bajo el control del promotor CMV. En una realización particular, el VEGFR-2 humano 5 

tiene la secuencia de ácido nucleico que se encuentra en la SEQ ID NO 2. 

También se describe aquí una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi que carece de actividad galactosa 
epimerasa y que comprende al menos una copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete 
de expresión, que puede obtenerse mediante un método para cultivar la cepa, que comprende la etapa de cultivar la 
cepa en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH inicial aproximadamente neutro en escala de 10 

fermentación, en el que la cantidad de glucosa en el medio durante las fermentaciones se ajusta de manera que la 
cantidad de glucosa se reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria. 

Particularmente, no se agrega glucosa al medio durante la fermentación y la cantidad inicial de glucosa se agota antes 
de alcanzar la fase estacionaria. 

Particularmente, el casete de expresión es un casete de expresión eucariota que codifica una proteína receptora de 15 

VEGF. En una realización particular, el casete de expresión eucariota codifica una proteína receptora de VEGF 
seleccionada del grupo que consiste en VEGFR-2 humano y un homólogo del mismo que comparte al menos 
aproximadamente 80% de homología con el mismo. En una realización particular, el VEGFR-2 humano tiene la 
secuencia de aminoácidos que se encuentra en la SEQ ID NO 1. 

Particularmente, la cepa mutante atenuada es Salmonella typhi Ty21a y la molécula de ADN recombinante comprende 20 

el gen de resistencia de kanamicina, el pMB1 ori y un casete de expresión eucariota que codifica VEGFR-2 humano 
bajo el control del promotor de CMV. En una realización particular, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de ácido 
nucleico que se encuentra en la SEQ ID NO 2. 

También se describe aquí una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi Ty21a que comprende al menos una copia 
de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete de expresión eucariota que codifica una proteína 25 

receptora de VEGF para uso como vacuna. 

Particularmente, la proteína receptora de VEGF se selecciona del grupo que consiste en VEGFR-2 humano y un 
homólogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% de homología con el mismo. 

Particularmente, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de aminoácidos que se encuentra en la SEQ ID NO 1. 

El hecho de que se puedan obtener mayores rendimientos celulares de cepas mutantes atenuadas de Salmonella 30 

typhi mediante el método de acuerdo con la invención es de importancia con respecto a la fabricación segura y 
económica de una vacuna de ADN comercial con base en una cepa atenuada de Salmonella, tal como la cepa 
aprobada de Salmonella typhi Ty21a. La Salmonella typhi Ty21a que porta una molécula de ADN recombinante que 
codifica un antígeno heterólogo, tal como el plásmido de expresión pVAX10.VR2-1, se puede cultivar de este modo 
con rendimientos más altos, dando como resultado mayores rendimientos de la vacuna de ADN para uso en humanos. 35 

Esto también cumple con las fuertes normas de seguridad que deben aplicarse al fabricar y cultivar Salmonella, incluso 
en una versión atenuada. 

Descripción detallada de la invención 

La presente invención se puede entender más fácilmente por referencia a la siguiente descripción detallada de la 
invención y a los ejemplos incluidos en ella. 40 

1) Salmonella typhi incluyendo Salmonella typhi Ty2 de tipo salvaje y Salmonella typhi Ty21a atenuada 

Dentro del método objetivo, puede usarse cualquier cepa de Salmonella typhi atenuada que albergue una mutación 
con pérdida de función en el gen galE. La cepa S. typhi Ty21a atenuada es el componente activo de Typhoral L®, 
también conocido como Vivotif® (fabricado por Berna Biotech Ltd., una compañía de Crucell, Suiza). Actualmente es 
la única vacuna oral con licencia contra la fiebre tifoidea. Esta vacuna tiene licencia en más de 40 países. El número 45 

de autorización de comercialización de Typhoral L® es PL 15747/0001 con fecha de 16 de diciembre de 1996. Una 
dosis de vacuna contiene al menos 2x109 unidades formadoras de colonias S. typhi Ty21a viables y al menos 5x109 
células Ty21a de S. typhi no viables. La cepa de la vacuna se cultiva en fermentadores bajo condiciones controladas 
en un medio que contiene un digesto de extracto de levadura, un digesto de ácido de caseína, glucosa y galactosa. 

Una de las propiedades bioquímicas de la cepa bacteriana Salmonella typhi Ty21a, según se usa de acuerdo con esta 50 

invención, es su incapacidad para metabolizar galactosa. La cepa bacteriana atenuada recombinante tampoco es 
capaz de reducir el sulfato a sulfuro, lo que lo diferencia de la cepa tipo salvaje Salmonella typhi Ty2. En cuanto a las 
características serológicas de cepa Salmonella typhi Ty21a, contiene el antígeno 09 que es un polisacárido de la 
membrana externa de la bacteria y carece del antígeno 05 que a su vez es un componente característico de Salmonella 
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typhi Ty2. antígeno que es un polisacárido de la membrana externa de la bacteria y carece del antígeno 05 que a su 
vez es un componente característico de Salmonella typhi Ty2. De nuevo, esta característica serológica respalda la 
lógica para incluir la prueba apropiada en el panel de pruebas de identidad para la liberación de lotes. 

En una realización particular, la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi cultivada mediante el método de acuerdo 
con la invención es Salmonella typhi Ty21a que lleva al menos una copia de un ADN plasmídico, pVAX10.VR2-1, que 5 

codifica un casete de expresión eucariota del receptor 2 del factor de crecimiento vascular endotelial humano (VEGFR-
2). Esta cepa mutante atenuada se denomina VXM01 y se puede usar como vacuna oral contra el cáncer. 

De acuerdo con la invención, la cepa atenuada Salmonella typhi Ty21a funciona como el portador bacteriano del ADN 
del plásmido que codifica el antígeno heterólogo receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2), 
en la administración oral de la vacuna de ADN denominada VXM01. 10 

La administración de vacunas con base en la tecnología de ADN plasmídico da como resultado un amplio espectro de 
respuestas inmunitarias tanto de la mucosa como sistémicas. Los vectores replicadores vivos producen sus propios 
factores inmunomoduladores tales como lipopolisacáridos (LPS) in situ que pueden constituir una ventaja sobre otras 
formas de administración tales como la microencapsulación. Además, el uso de la ruta natural de entrada resulta ser 
beneficioso ya que muchas bacterias, como Salmonella, salen del lumen intestinal a través de las células M de las 15 

placas de Peyer y migran eventualmente a los ganglios linfáticos y al bazo, permitiendo así dirigir las vacunas a sitios 
inductores del sistema inmune. La cepa de vacuna de Salmonella typhi, Ty21a, ha demostrado hasta ahora, tener un 
excelente perfil de seguridad. Al salir del lumen intestinal a través de las células M, las bacterias son absorbidas por 
las células fagocíticas, como los macrófagos y las células dendríticas. Estas células son activadas por el patógeno y 
comienzan a diferenciarse, y probablemente migrar, hacia los nódulos linfáticos y el bazo. Debido a sus mutaciones 20 

atenuantes, las bacterias de la cepa S. typhi Ty21 no son capaces de persistir en estas células fagocíticas pero mueren 
en este momento. No hay datos disponibles hasta la fecha que indiquen que S. typhi Ty21a pueda ingresar al torrente 
sanguíneo sistémicamente. La cepa de vacuna viva atenuada Salmonella typhi Ty21a, por lo tanto, permite determinar 
como objetivo específico el sistema inmune mientras que muestra un excelente perfil de seguridad. 

Los portadores bacterianos vivos atenuados que llevan ADN que codifica antígenos diana, pueden usarse como 25 

vehículos para la administración oral de estos antígenos. Los vectores replicantes vivos producen, in situ, sus propios 
factores inmunomoduladores, como los lipopolisacáridos (LPS), que también constituyen una ventaja sobre otras 
formas de administración de vacunas, como la microencapsulación. 

La inmunización genética podría ser ventajosa con respecto a la vacunación convencional. El ADN diana puede 
detectarse durante un período de tiempo considerable actuando por lo tanto como un depósito del antígeno. Los 30 

motivos de secuencia en algunos plásmidos, como las islas GpC, son inmunoestimuladores y pueden funcionar como 
adyuvantes potenciados por la inmunoestimulación debida a LPS y otros componentes bacterianos. 

Como se indicó anteriormente, las bacterias recombinantes de Salmonella son absorbidas por las células fagocíticas 
al salir del lumen intestinal a través de las células M. Estas células fagocíticas son activadas por el patógeno y 
comienzan a diferenciarse, y probablemente migrar, hacia los ganglios linfáticos y el bazo. Durante este período, las 35 

bacterias mueren debido a su mutación atenuada y liberan los vectores de expresión eucariotas con base en plásmidos 
seguidos de una transferencia de los plásmidos al citosol, ya sea a través de un sistema de transporte específico o 
mediante fuga endosómica. Finalmente, el vector ingresa al núcleo, donde se transcribe, lo que lleva a la expresión 
del antígeno en el citosol de la célula huésped. Células T citotóxicas específicas contra el antígeno heterólogo, 
preferiblemente VEGFR-2 humano, son inducidas por las células presentadoras de antígeno activadas (APCs). 40 

En una realización particular, la molécula de ADN recombinante transportada por la cepa Ty21a de Salmonella typhi 
es un ADN plasmídico, pVAX10.VR2-1 (7,58 kb), que contiene un promotor temprano inmediato de citomegalovirus 
humano eucariota (CMV), para asegurar una transcripción eficaz de la proteína VEGFR-2 en la célula huésped, y un 
origen de replicación procariota (ori), para asegurar la multiplicación dentro del huésped bacteriano. El vector pcADN3 
está disponible comercialmente (Invitrogen) y se modificó para cumplir los requisitos normativos por lo que las 45 

secuencias no necesarias para la replicación en E. coli o para la expresión de las proteínas recombinantes en células 
de mamífero se eliminaron para limitar las secuencias de ADN con posible homología con el genoma humano y para 
minimizar la posibilidad de integración cromosómica. Además, el gen de resistencia a la kanamicina sustituyó el gen 
resistente a la ampicilina. Para la cepa VXM01 de Salmonella typhi mutante atenuada producida de acuerdo con el 
método de esta invención, el origen pUC de alta copia del plásmido pVAX1-Flk-1 se reemplazó por el origen de 50 

replicación de baja copia de pBR322 en pVAX10.VR2-1. La modificación de baja copia se realizó con el fin de reducir 
la carga metabólica y hacer la construcción más estable. Los detalles de la construcción del plásmido pVAX10.VR2-1 
se representan en la Figura 2. 

2) Receptor de factor de crecimiento endotelial vascular: 

Factor de crecimiento endotelial vascular VEGF (Kd 75-760 pM) es un miembro de una familia de seis proteínas 55 

estructuralmente relacionadas (VEGF-A [también conocido como VEGF], -B, -C, -D, -E y PLGF [factor de crecimiento 
placentario, también conocido como PGF o PIGF-2]) que regula el crecimiento y la diferenciación de múltiples 
componentes del sistema vascular, especialmente los vasos sanguíneos y linfáticos. El papel de VEGF en la 
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angiogénesis parece estar mediado por la interacción de esta proteína con VEGFR-2. VEGFR-2, también conocido 
como receptor que contiene el dominio de inserción de quinasa (KDR), es un receptor de alta afinidad de 1.356 
aminoácidos de longitud, 200-230 kDa de peso molecular, para VEGF así como para VEGF-C y VEGF-D. Identificado 
en humanos mediante el cribado de ADNc endotelial para receptores de tirosina quinasa, VEGFR-2 comparte una 
identidad de secuencia del 85% con el VEGFR-2 murino descubierto previamente, también conocido como cinasa 5 

hepática fetal 1 (Flk-1). El VEGFR-2 se expresa normalmente en precursores endoteliales y hematopoyéticos, así 
como en células endoteliales, células madre hematopoyéticas nacientes y el estroma del cordón umbilical. Sin 
embargo, en la vasculatura adulta inactiva, el ARNm de VEGFR-2 parece estar subregulado. 

El dominio extracelular de VEGFR-2 contiene 18 posibles sitios de glicosilación unidos a N. El VEGFR-2 se sintetiza 
inicialmente como una proteína de 150 kDa y se glicosila rápidamente en una forma intermedia de 200 kDa, y luego 10 

se glicosila aún más a una rata más lenta a una proteína madura de 230 kDa que se expresa en la superficie celular. 

La secuencia de aminoácidos de la secuencia de ADNc que codifica VEGFR-2 humano clonado en el plásmido 
pVAX10.VR2-1 se presenta en la Figura 1. 

3) Fabricación de Salmonella typhi Ty21a vacía y manipulada 

El proceso de fabricación de la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi como se lleva a cabo de acuerdo con la 15 

invención comprende cultivar la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi en un medio que comprende peptona 
como fuente de aminoácidos y péptidos. Los medios adecuados para el método de la presente invención incluyen, 
pero no se limitan a, medio TSB estándar así como medio TSB de origen no animal. Tanto el TSB estándar como el 
TSB de origen no animal comprenden 2,5 g/l de glucosa. Usualmente, la cantidad de glucosa inicial en TSB, o medio 
de tipo TSB se consume más o menos por completo después de 3-5 horas de cultivo de una cepa de Salmonella typhi 20 

atenuada, y debe sustituirse por glucosa fresca cada 3-5 horas para mantener un nivel de glucosa más o menos 
constante en el medio de cultivo. La observación de que omitir la adición de glucosa durante el cultivo de cepas 
mutantes atenuadas de Salmonella typhi que albergan opcionalmente una molécula de ADN recombinante que codifica 
un antígeno heterólogo conduce a un aumento del crecimiento celular en comparación con el cultivo con adición de 
glucosa es muy sorprendente y sugiere que rutas metabólicas específicas en las células bacterianas se desencadenan 25 

por la ausencia de glucosa. El efecto descrito también se puede observar, si el medio TSB o similar a TSB no contiene 
glucosa al comienzo del proceso de cultivo. Por lo tanto, el método de acuerdo con la invención tiene, además de 
mayores rendimientos celulares y por lo tanto mayores rendimientos de la vacuna de ADN final, la ventaja adicional 
de ser de menos coste y más simple haciendo innecesarios los pasos de alimentación de glucosa durante la 
fermentación. 30 

El proceso de fabricación de la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi Ty21a como se lleva a cabo de acuerdo 
con la invención se describe a modo de ejemplo en la siguiente Tabla 1: 

 

Células  I (Salmonella Typhi Ty21a, WT) o  Células  II (Salmonella Typhi Ty21a - 
pVAX10.VR2-1)  

↓ 

2 x 500 ml TSB + kanamicina (500µL) 

(OD600 > 0,3) 

↓ 

10 x 1000 ml TSB + kanamicina (75mL) 

(OD600 ≥ 0,5) 

100 L volumen de fermentación  

TSB + galactosa al 0,001 %  

- 30 °C 

- flujo de aire 100L/min (1 vvm) 
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Células  I (Salmonella Typhi Ty21a, WT) o  Células  II (Salmonella Typhi Ty21a - 
pVAX10.VR2-1)  

- presión no controlada 

- pH 7,0 controlado con NaOH 

- espuma controlada (Corning) 

- pO2 ≥ 40% regulado por mezclador 

- mezclador a mínimo 200 rpm 

- sin alimentación de glucosa  

- OD600nm final (final de la fase de crecimiento exponencial) 

- Enfriamiento a al menos 25 °C antes de la cosecha  

  filtrado de flujo cruzado 

- 10 veces concentración  

- 10 veces intercambio de regulador en diafiltración con sacarosa al 15%, solución de ascorbato 
al 0,45% pH 7,2, seguido por concentración adicional hasta 1/20 vol. de cosecha original  

  almacenar a 2-8 °C hasta llenar por aproximadamente 24 horas 

 

En más detalle: los cultivos (medio TSB mas 25 µg/ml de kanamicina) se inoculan cada uno con diferentes muestras 
de cepas de salmonella (Ty21a vacío y Ty21a recombinante (pVAX10.VR2-1). En las muestras de células de 
producción se utiliza medio TSB que contiene 2,5-3,0 g/l de glucosa, preferiblemente 2,5 g/l. En un medio de control 
se omite la glucosa. Además, el medio contiene kanamicina, preferiblemente 25 µg/ml. Los cultivos se incuban a 30 5 

°C ± 2 °C con agitación hasta que se alcanza una densidad óptica de OD600nm> 0,1. Se describen más detalles en la 
sección de Ejemplos. 

Controles en proceso para el primer y segundo pasos de precultivo, al finalizar los tiempos de incubación, incluye 
análisis del crecimiento bacteriano midiendo OD600nm, pH y CFU/ml, así como, si corresponde, determinación de la 
estabilidad del plásmido (PST) y examen bacteriano. El último análisis se basa en un ensayo de agar sangre para 10 

determinar las reacciones hemolíticas de microorganismos patógenos exigentes. El valor de CFU se evalúa antes y 
después de la filtración de flujo cruzado (CFF). Tras la formulación del concentrado bacteriano final, se midieron las 
UFC y el índice de refracción en la formulación con la concentración bacteriana más baja. 

El método de acuerdo con la invención, en el que se omite la alimentación con glucosa, requiere menos mano de obra 
y es más eficiente, dando como resultado rendimientos celulares mayores. 15 

4) Influencia de la alimentación con glucosa durante el cultivo de células 

Se probó el crecimiento de células de Salmonella typhi Ty21a vacías y manipuladas, en un medio TSB o similar a 
TSB, cultivando las células entre 0 y 30 horas a 25-35 °C, preferiblemente 30 °C y un pH entre 6,5 y 7,5, 
preferiblemente 7,0. El crecimiento se midió en OD o en CFU/ml (unidades formadoras de colonias). 

Los resultados de estos experimentos muestran que la adición de glucosa no da como resultado mayores valores de 20 

OD/rendimientos de masa celular de la cepa de tipo salvaje a pesar del consumo de glucosa. Por el contrario, los 
matraces sin adición de glucosa alcanzaron valores de OD más altos (6 para el precultivo 1, 8 para el precultivo 
2). Aproximadamente 1 hora después de la adición de glucosa, la OD permaneció estática (o incluso ligeramente 
disminuida) en comparación con el crecimiento sin adición de glucosa. En pulsos repetidos, el consumo de glucosa 
disminuyó, no se observó ningún efecto adicional/aditivo sobre el crecimiento. Los valores de pH también se vigilaron 25 

durante la fermentación, y en algunos experimentos se ajustaron al valor de pH inicial, si se podían observar cambios. 
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Sin la adición de glucosa, se observó un cambio de pH a alcalino después del agotamiento de la glucosa, mientras 
que con un pulso de glucosa el valor del pH disminuyó (comparar la Figura 8 para el precultivo 1 y la Figura 9 para el 
precultivo 2). Se observaron fenómenos en todos los precultivos utilizados, lo que indica que no hubo influencia del 
número de generación. La pulsación de glucosa se realizó de 1-5 veces (preferiblemente 1-3 veces) durante un tiempo 
promedio de cultivo de 30 horas como máximo. Usualmente, después de aproximadamente 5-15 horas, el crecimiento 5 

celular entró en la fase estacionaria después de la fase exponencial, dependiendo de las condiciones de inicio del 
cultivo celular. Si se cultivó un precultivo cultivado con pulso de glucosa en medio fresco, se observaron las mismas 
características de crecimiento (valores más altos de OD/cambio de pH a alcalino sin adición de glucosa). 

Al omitir la alimentación con glucosa en la fase de crecimiento o incluso en el medio de inicio desde el principio, se 
puede observar un cambio de los valores de pH a alcalinos (de ca. 7 a ca. 8), aunque el sistema de medio está 10 

regulado. Puede ser favorable ajustar el valor de pH durante el crecimiento celular al pH inicial original de ca. 7,0. 

Los resultados indicaron que las concentraciones de glucosa por encima de un límite comparablemente bajo 
(aproximadamente 2,5 g/l) desencadenan un cambio reversible en el metabolismo (glucosa). Sin desear estar limitado 
a ninguna teoría, se presume que una sustancia, aún no identificada, se secreta en el medio, lo que inhibe aún más 
crecimiento, incluso si la glucosa disminuye nuevamente por debajo del nivel de activación. Después de la inoculación 15 

en un nuevo medio, esta sustancia se diluye a una concentración por debajo de la efectividad. Se pueden obtener 
resultados muy similares, si el medio de inicio no contiene glucosa. 

Curiosamente, se pueden obtener los mismos resultados no solo con Salmonella typhi Ty21a vacía sino también con 
la cepa manipulada de Salmonella typhi Ty21a, pVAX10.VR2-1 (VXM01), lo que indica que el efecto sorprendente no 
está influenciado por la construcción bacteriana manipulada artificialmente. Sin embargo, como se puede ver en la 20 

Figura 12, el crecimiento celular de la bacteria modificada sin alimentación con glucosa es, como se esperaba, más 
lento que el de la cepa de tipo salvaje, pero finalmente puede obtener los mismos valores de densidad óptica alta (OD 
7-8) en comparación con la cepa de tipo salvaje, mientras que la cepa de Salmonella manipulada cultivada en 
presencia de glucosa mediante pulsos de glucosa nunca gana estos altos valores de densidad óptica y se detiene, por 
regla general, a una densidad celular de OD 3 o inferior. 25 

Tanto la cepa vacía de S. typhi Ty21a, como la manipulada, muestran características de crecimiento comparables con 
respecto al crecimiento con y sin adición de glucosa. 

En resumen, los resultados de la invención como se describió anteriormente y a continuación, muestran con ambas 
cepas, que la adición de glucosa no da como resultado rendimientos más altos de valores de OD/masa celular. Por el 
contrario, los matraces sin adición de glucosa alcanzaron valores de OD más altos. Sin la adición de glucosa, se 30 

observa un cambio de pH a alcalino después del agotamiento de la glucosa, mientras que con el pulso de glucosa el 
valor de pH cae. Uno de los efectos del cambio dependiente de la concentración de glucosa en el metabolismo durante 
el cultivo de Salmonella typhi Ty21a consiste, presumiblemente, en la excreción de una sustancia inhibidora en el 
medio de crecimiento, que hasta ahora no se conoce. 

En un aspecto, la presente invención se refiere a un método para cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella 35 

typhi que alberga una mutación con pérdida de función en el gen galE y que comprende al menos una copia de una 
molécula de ADN recombinante que comprende un casete de expresión, que comprende la etapa de cultivar la cepa 
en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH de inicio aproximadamente neutro a escala de 
fermentación, en el que no se agrega glucosa al medio durante la fermentación y la cantidad de glucosa se reduce a 
cero antes de alcanzar la fase estacionaria, y en el que el volumen del medio es al menos aproximadamente 10 litros. 40 

En el contexto de la presente invención, el término "comprende" o "que comprende" significa "que incluye, pero no se 
limita a". El término está destinado a ser de composición abierta, para especificar la presencia de cualquier 
característica, elementos, enteros, pasos o componentes indicados, pero no para excluir la presencia o adición de una 
o más características, elementos, enteros, pasos, componentes o grupos de los mismos. El término "que comprende" 
incluye así los términos más restrictivos "que consisten en" y "esencialmente que consiste en". 45 

En el contexto de la presente invención, el término "alrededor de" o "aproximadamente" significa dentro del 20%, 
alternativamente dentro del 10%, incluyendo dentro del 5% de un valor o intervalo dado. Alternativamente, 
especialmente en sistemas biológicos, el término "alrededor de" significa dentro de aproximadamente un registro (es 
decir, un orden de magnitud), que incluye dentro de un factor de dos de un valor dado. 

En el contexto de la presente invención, los términos "crecimiento" y "cultivo" se usan como sinónimos y se refieren a 50 

la propagación de microorganismos en medios que conducen a su crecimiento. 

En el contexto de la presente invención, el término "fermentación" se refiere al cultivo a gran escala de 
microorganismos, realizado típicamente en un fermentador, es decir, un aparato que mantiene las condiciones óptimas 
para el crecimiento de dichos microorganismos, para la producción de alto rendimiento de un producto microbiano 
deseado, incluidos los metabolitos y los propios microorganismos. 55 

En el contexto de la presente invención, el término "atenuado" se refiere a una cepa bacteriana de virulencia reducida 
en comparación con la cepa bacteriana original, que no alberga la mutación atenuante. Las cepas bacterianas 

E12808264
28-11-2017ES 2 650 269 T3

 



9 

atenuadas han perdido preferiblemente su virulencia pero conservan su capacidad de inducir inmunidad 
protectora. Las bacterias atenuadas se pueden encontrar de forma natural o pueden producirse en el laboratorio, por 
ejemplo, mediante la adaptación a un nuevo medio o cultivo celular o pueden producirse mediante tecnología de ADN 
recombinante. 

En el contexto de la presente invención, el término "cepa mutante" se refiere a una cepa bacteriana que alberga una 5 

mutación en su genoma. En este contexto, el término "mutación" se refiere a un cambio en una secuencia de ácido 
nucleico, que incluye mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, translocaciones e inversiones. 

En el contexto de la presente invención, el término "molécula de ADN recombinante" se refiere a una construcción de 
ADN modificada genéticamente, preferiblemente compuesta de fragmentos de ADN de origen diferente. La molécula 
de ADN recombinante puede ser un ácido nucleico lineal, o preferiblemente, un plásmido de ADN recombinante 10 

circular generado al introducir un marco de lectura abierto de interés en un plásmido de vector de expresión. El marco 
de lectura abierto es preferiblemente un antígeno heterólogo. El antígeno heterólogo es preferiblemente un antígeno 
cancerígeno. El antígeno cancerígeno es preferiblemente una proteína receptora de VEGF. En el contexto de la 
presente invención, el término "antígeno heterólogo" se refiere a un antígeno derivado de una especie que no sea 
Salmonella typhi. 15 

En el contexto de la presente invención, el término "casete de expresión" se refiere a una unidad de ácido nucleico 
que comprende al menos un gen bajo el control de secuencias reguladoras que controlan su expresión. Los casetes 
de expresión comprendidos en la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi pueden mediar preferiblemente la 
transcripción del marco de lectura abierto incluido en las células diana. Los casetes de expresión típicamente 
comprenden un promotor, al menos un marco de lectura abierto y una señal de terminación de la transcripción. 20 

En el contexto de la presente invención, el término "peptona" se refiere a una mezcla de productos de escisión que 
comprende aminoácidos y péptidos producidos por hidrólisis de materiales que contienen proteínas, por ejemplo por 
hidrólisis parcial ácida o enzimática de mezclas de proteínas nativas. 

En el contexto de la presente invención, el término "valor de pH aproximadamente neutro" se refiere a un valor de pH 
desde aproximadamente 5 a aproximadamente 9, preferiblemente desde aproximadamente 6 a aproximadamente 8, 25 

más preferiblemente desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5, lo más preferiblemente de 
aproximadamente 7,0. 

Los medios adecuados para el método de la presente invención incluyen, pero no se limitan a, medio TSB estándar 
así como medio TSB de origen no animal. El medio TSB estándar conocido en la técnica está compuesto por peptona 
de caseína pancreática, peptona de harina de soja, hidrogenofosfato de dipotasio (regulador), cloruro de sodio y 30 

glucosa (= dextrosa) como fuente de energía en una concentración inicial de 2,5 g/l. Un ejemplo de medio TSB 
adecuado de origen no animal es caldo CASO de origen no animal constituido por peptona derivada de origen no 
animal, hidrogenofosfato de dipotasio (regulador), cloruro de sodio y glucosa en una concentración inicial de 2,5 g/l. 

En el contexto de la presente invención, el término "fase estacionaria" se refiere a la etapa de crecimiento bacteriano 
después de la fase exponencial o logarítmica, en el que la densidad celular en el medio de crecimiento permanece 35 

aproximadamente constante. El término "antes de alcanzar la fase estacionaria" se refiere a cualquier punto de tiempo 
antes de la fase estacionaria e incluye la fase de disminución (es decir, la primera fase del crecimiento bacteriano 
durante el cual las bacterias se adaptan a las condiciones de crecimiento) y la fase exponencial. Sorprendentemente 
se descubrió que el cultivo de cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo con el método de la presente 
invención prolonga la fase de crecimiento exponencial. Al cultivar la cepa mutante atenuada Salmonella typhi Ty21a 40 

con una cantidad de glucosa inicial que se agota durante la fase de crecimiento exponencial sin adición de glucosa 
durante el proceso de fermentación, la fase estacionaria se alcanza no antes que después de 9 horas de cultivo, 
preferiblemente después de 9 a 20 horas de cultivo, más preferiblemente después de 9 a 15 horas después del cultivo, 
más preferiblemente después de 9 a 12 horas después del cultivo. 

En el contexto de la presente invención, el término "la glucosa se agota" significa que la cantidad inicial de glucosa en 45 

el medio se consume (es decir, se absorbe y se metaboliza) por la bacteria. 

En una realización particular, la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi Ty21 a. 

En una realización particular, el casete de expresión es un casete de expresión eucariota. Se ha demostrado que la 
cantidad de antígeno heterólogo requerida para inducir una respuesta inmune adecuada puede ser tóxica para la 
bacteria y dar como resultado la muerte celular, la sobre atenuación o la pérdida de expresión del antígeno 50 

heterólogo. El uso de un casete de expresión eucariota que no se expresa en el vector bacteriano, sino solo en la 
célula diana, supera este problema de toxicidad. 

En el contexto de la presente invención, el término "casete de expresión eucariota" se refiere a un casete de expresión 
que permite la expresión del marco de lectura abierto en una célula eucariota. Un casete de expresión eucariota 
comprende secuencias reguladoras que pueden controlar la expresión de un marco de lectura abierto en una célula 55 

eucariota, preferiblemente un promotor y una señal de poliadenilación. Los promotores y las señales de poliadenilación 
incluidas en las moléculas de ADN recombinante comprendidas por la cepa de Salmonella typhi para uso como una 
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vacuna de la presente invención se seleccionan preferiblemente para que sean funcionales dentro de las células del 
sujeto a inmunizar. Ejemplos de promotores útiles en la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi de la presente 
invención, especialmente en la producción de una vacuna de ADN para promotores y señales de poliadenilación 
incluidas en las moléculas de ADN recombinante compuestas por la cepa Salmonella typhi para uso como vacuna de 
la presente invención se seleccionan preferiblemente para que sean funcionales dentro de las células del sujeto a 5 

inmunizar. Ejemplos de promotores útiles en la cepa de Salmonella typhi mutante atenuada de la presente invención, 
especialmente en la producción de una vacuna de ADN para humanos, incluyen, pero no se limitan a, promotores del 
virus de simio 40 (SV40), promotor del virus del tumor mamario de ratón (MMTV), virus de inmunodeficiencia humana 
(VIH) tal como el promotor de repetición terminal larga de VIH (LTR), virus Moloney, citomegalovirus (CMV) tal como 
el promotor temprano inmediato de CMV, virus de Epstein Barr (EBV), virus de sarcoma de Rouse (RSV) así 10 

como promotores de genes humanos tales como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina 
muscular humana y metalotioneína humana. En una realización particular, el casete de expresión eucariota contiene 
el promotor de CMV. En el contexto de la presente invención, el término "promotor de CMV" se refiere al promotor de 
citomegalovirus temprano inmediato. 

Los ejemplos de señales de poliadenilación adecuadas, especialmente para la producción de una vacuna de ADN 15 

para humanos, incluyen, pero no se limitan a, el sitio de poliadenilación de BGH, señales de poliadenilación de SV40 
y señales de poliadenilación de LTR. En una realización particular, el casete de expresión eucariota incluido en la 
molécula de ADN recombinante comprendida por la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi de la presente 
invención comprende el sitio de poliadenilación BGH. 

Además de los elementos reguladores necesarios para la expresión de un gen heterólogo, tal como un antígeno 20 

heterólogo, como promotores y señales de poliadenilación, también se pueden incluir otros elementos en la molécula 
de ADN recombinante. Dichos elementos adicionales incluyen potenciadores. El potenciador puede ser, por ejemplo, 
el potenciador de actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana y potenciadores 
virales tales como los de CMV, RSV y EBV. 

Las secuencias reguladoras y los codones generalmente dependen de las especies, por lo que para maximizar la 25 

producción de proteínas, las secuencias reguladoras y los codones se seleccionan preferiblemente para que sean 
eficaces en la especie a inmunizar. La persona experimentada en la técnica puede producir moléculas de ADN 
recombinante que son funcionales en una especie dada. 

En una realización particular, el casete de expresión codifica una proteína receptora de VEGF. 

Las proteínas receptoras de VEGF son receptoras de tirosina quinasas específicas de células endoteliales que pueden 30 

ser enlazadas por el factor de crecimiento endotelial vascular del ligando (VEGF) que las hace dimerizarse y activarse 
por transfosforilación. Hay tres subtipos principales de VEGFR, VEGFR-1 (o FLT1), VEGFR-2 (o KDR, FLK1) y 
VEGFR-3 (o FLT4). El VEGFR-2 parece mediar casi todas las respuestas celulares conocidas al VEGF. Los 
receptores de VEGF enlazados a membrana tienen una porción extracelular que consta de 7 dominios de tipo 
inmunoglobulina, una única región transmembrana que se extiende y una porción intracelular que contiene un dominio 35 

de tirosina quinasa dividido. Los transcritos de VEGFR también dan lugar a variantes de empalme alternativas que 
codifican proteínas receptoras de VEGF solubles. La familia de factores de crecimiento VEGF abarca 6 miembros de 
la familia, VEGF-A a E y PGF. En una realización preferida, el casete de expresión eucariota codifica una proteína 
receptora de VEGF seleccionada del grupo que consiste en VEGFR-2 humano y un homólogo del mismo que comparte 
al menos aproximadamente 80% de homología con el mismo. 40 

En el contexto de la presente invención, el término "homólogo" de VEGFR-2 humano se refiere a una proteína 
receptora de VEGF que difiere en la secuencia de aminoácidos y/o la secuencia de ácidos nucleicos que codifica la 
secuencia de aminoácidos de VEGFR-2 humano. El homólogo de VEGFR-2 humano puede ser de origen natural, por 
ejemplo, un homólogo de VEGFR-2 de una especie diferente, o un homólogo de VEGFR-2 manipulado. Se sabe que 
el uso de codones es diferente entre especies. Por lo tanto, cuando se expresa una proteína heteróloga en una célula 45 

diana, puede ser necesario, o al menos útil, adaptar la secuencia de ácido nucleico al uso de codón de la célula 
diana. Los métodos para diseñar y construir homólogos de proteínas receptoras de VEGF son bien conocidos por 
cualquier persona de experiencia ordinaria en la técnica. 

Un homólogo de VEGFR-2 puede contener una o más mutaciones que comprenden una adición, una deleción y/o una 
sustitución de uno o más aminoácidos. De acuerdo con la enseñanza de la presente invención, dichos aminoácidos 50 

eliminados, añadidos y/o sustituidos pueden ser aminoácidos consecutivos o pueden estar intercalados sobre la 
longitud de la secuencia de aminoácidos del homólogo de VEGFR-2 funcional. De acuerdo con las enseñanzas de la 
presente invención, puede añadirse, eliminarse y/o sustituirse cualquier cantidad de aminoácidos, siempre que el 
homólogo y el VEGFR-2 humano compartan al menos aproximadamente el 80% de homología. En realizaciones 
particulares, el homólogo de VEGFR-2 humano tiene una homología de secuencia de al menos aproximadamente 55 

80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, o más particularmente de al menos 
aproximadamente 95% y una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 
65%, al menos aproximadamente 70% y lo más particularmente de al menos aproximadamente 75%. Los métodos y 
algoritmos para determinar la identidad de secuencia y/u homología, que incluyen la comparación de homólogos que 
tienen deleciones, adiciones y/o sustituciones con respecto a una secuencia original, son bien conocidos por las 60 
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personas con experiencia ordinaria en la técnica. En el nivel de ADN, las secuencias de ácido nucleico que codifican 
el homólogo de VEGFR-2 humano pueden diferir en gran medida debido a la degeneración del código genético. 

En aún otra realización preferida, el casete de expresión eucariota codifica VEGFR-2 humano de la secuencia de 
aminoácidos como se encuentra en la SEQ ID NO 1. 

En el contexto de la presente invención, "peptona de origen no animal" se refiere a una mezcla de productos de 5 

escisión producidos por hidrólisis parcial ácida o enzimática de proteína nativa que no es de origen 
animal. Preferiblemente, la proteína nativa es de origen vegetal. La peptona de origen no animal comprende 
únicamente componentes que no se derivan directamente de animales eucariotas. 

El volumen del medio es de al menos aproximadamente 10 litros. 

En ciertas realizaciones, el volumen del medio es de al menos aproximadamente 10 litros, o 30 litros, o 50 litros, o 100 10 

litros hasta un máximo de aproximadamente 10.000 litros, o 1.000 litros, o 800 litros o 500 litros. 

En realizaciones particulares, el volumen del medio es desde aproximadamente 100 litros a aproximadamente 500 
litros, más particularmente de aproximadamente 100 litros, aproximadamente 150 litros, aproximadamente 200 litros, 
aproximadamente 250 litros, aproximadamente 300 litros, aproximadamente 400 litros o aproximadamente 500 litros. 

En ciertas realizaciones, la concentración de glucosa inicial corresponde a la del medio bacteriano mínimo o menos. 15 

En ciertas realizaciones, la concentración de glucosa inicial es desde aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 4 
g/l. 

En realizaciones particulares, la concentración de glucosa inicial es aproximadamente 0 g/l, aproximadamente 0,5 g/l, 
aproximadamente 1 g/l, aproximadamente 1,5 g/l, aproximadamente 2 g/l, aproximadamente 2,5 g/l, aproximadamente 
3 g/l, aproximadamente 3,5 g/l o aproximadamente 4 g/l. 20 

En realizaciones particulares, la concentración de glucosa inicial es aproximadamente 0 g/l, aproximadamente 0,5 g/l, 
aproximadamente 1 g/l, aproximadamente 1,5 g/l, aproximadamente 2 g/l, aproximadamente 2,5 g/l, aproximadamente 
3 g/l, aproximadamente 3,5 g/l o aproximadamente 4 g/l. 

En ciertas realizaciones, el valor de pH inicial es de al menos aproximadamente 5, aproximadamente 6, o 
aproximadamente 6,5 hasta un máximo de menos de aproximadamente 9, aproximadamente 8 o aproximadamente 25 

7,5. 

En realizaciones particulares, el valor de pH inicial es desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5, de manera 
mas particular aproximadamente 7,0. 

En una realización particular, el valor de pH se ajusta durante el cultivo a un valor de pH desde aproximadamente 6 a 
aproximadamente 8, particularmente a desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5. 30 

En una realización particular, el valor de pH se ajusta desde al menos aproximadamente 6, o 6,5 hasta un máximo de 
aproximadamente 8, o aproximadamente 7,5 durante la fermentación. 

En una realización particular, el valor de pH se ajusta a desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5 durante 
la fermentación, más particularmente a aproximadamente 7,0. 

En una realización particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad óptica (OD). 35 

En el contexto de la presente invención, el término "densidad óptica" o "turbidez" de un material se refiere a la 
proporción logarítmica de la radiación que cae sobre dicho material a la radiación transmitida a través de dicho material 
para una longitud de onda dada. La densidad óptica se mide preferiblemente usando un espectrofotómetro. 
Preferiblemente, la densidad óptica puede usarse como una medida de la concentración de células, preferiblemente 
bacterias, en una suspensión. Cuando la luz visible pasa a través de una suspensión celular, la luz se dispersa. Una 40 

mayor dispersión indica un mayor número de células. Típicamente, se mide la densidad óptica a una longitud de onda 
de 600 nm (OD600). La densidad óptica a una longitud de onda particular de un cultivo bacteriano trazada frente al 
tiempo de cultivo proporciona una curva de crecimiento que puede usarse para delinear las diversas fases del 
crecimiento bacteriano y para determinar el tiempo de duplicación del cultivo bacteriano. La curva de crecimiento es 
característico para un tipo dado de bacterias cultivadas bajo condiciones dadas en un medio de cultivo dado. La 45 

medición de la densidad óptica de una suspensión celular puede por lo tanto utilizarse para monitorear la etapa de 
crecimiento bacteriano. La medición de la densidad óptica se puede usar para determinar el punto final del 
procedimiento de cultivo, es decir, la etapa de crecimiento bacteriano, en la que las células se van a cosechar, 
típicamente la fase de crecimiento medio logarítmico. 

En una realización preferida, el progreso del crecimiento se determina mediante el control in situ de la densidad óptica 50 

del cultivo o tomando muestras y midiendo la densidad óptica de las muestras. La monitorización in situ de la densidad 
óptica de un cultivo bacteriano utilizando dispositivos en línea o in situ permite un control constante, continuo y no 
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invasivo del crecimiento celular, minimiza el riesgo de contaminación y elimina la necesidad de una extracción 
incómoda y laboriosa de muestras. 

Sorprendentemente se descubrió que el crecimiento de cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo 
con el método de la presente invención produce valores de densidad óptica de aproximadamente 6,0 a 
aproximadamente 8,0 en el inicio de la fase estacionaria. En comparación, el cultivo de la misma cepa en un proceso 5 

de fermentación similar pero en el que se agrega glucosa durante la fermentación para mantener un nivel de glucosa 
aproximadamente estable de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l produce valores de densidad óptica de 
aproximadamente 3 a aproximadamente 5,5. Por lo tanto, se encontró sorprendentemente que cultivar una cepa 
mutante atenuada de Salmonella typhi sin adición de glucosa al medio durante la fermentación y con una cantidad de 
glucosa inicial en el medio que se agota antes de alcanzar la fase estacionaria produce una densidad óptica 10 

incrementada en el inicio de la fase estacionaria en comparación con un proceso de fermentación con adición de 
glucosa. 

En otra realización, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad celular. 

En una realización preferida, la densidad celular se determina microscópicamente o midiendo la resistencia eléctrica 
o mediante citometría de flujo. La densidad celular puede determinarse microscópicamente contando manualmente 15 

las células usando una cámara de recuento o un hemocitómetro. La medición de la densidad celular con base en la 
resistencia eléctrica se realiza preferiblemente usando un contador Coulter. La medición de la densidad celular 
mediante citometría de flujo se logra permitiendo que las células pasen un rayo láser en una corriente estrecha, que 
las golpea una a una. Un detector de luz recoge la luz que se refleja desde las células. 

Sorprendentemente se descubrió que el crecimiento de cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo 20 

con el método de la presente invención produce valores de densidad celular de aproximadamente 5 x 1014 a 
aproximadamente 8 x 1014 en el inicio de la fase estacionaria. En comparación, el cultivo de la misma cepa en un 
proceso de fermentación similar pero en el que se agrega glucosa durante la fermentación para mantener un nivel de 
glucosa aproximadamente estable de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l proporciona valores de 
densidad celular de aproximadamente 5 x 1013 a 1 x 1014. Por lo tanto, se encontró sorprendentemente que cultivar 25 

una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi sin adición de glucosa al medio durante la fermentación y con una 
cantidad de glucosa inicial en el medio que se agota antes de alcanzar la fase estacionaria produce un aumento de 
densidad celular al inicio de la fase estacionaria en comparación con un proceso de fermentación con adición de 
glucosa. 

La densidad óptica de una suspensión celular por debajo de aproximadamente 0,4 es directamente proporcional a su 30 

densidad celular. Por lo tanto, se puede crear una curva de calibración trazando la densidad óptica contra la densidad 
de la célula. Dicha curva de calibración puede usarse para estimar la densidad celular de una suspensión celular 
midiendo su densidad óptica. 

En otra realización, el progreso del crecimiento se determina midiendo el valor de unidades formadoras de colonias 
(CFU) tomando muestras y cultivando en placa de agar. Mediante este método, solo se cuentan las células viables ya 35 

que solo las células viables pueden formar colonias en una placa de agar. 

Sorprendentemente se descubrió que cultivar cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo con el 
método de la presente invención produce valores de CFU de aproximadamente 6 x 109 a aproximadamente 8 x 109 
en el inicio de la fase estacionaria. En comparación, el cultivo de la misma cepa en un proceso de fermentación similar 
pero en el que se agrega glucosa durante la fermentación para mantener un nivel de glucosa aproximadamente estable 40 

de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l produce valores de CFU de aproximadamente 2 x 109 a 5 x 109. 
Por lo tanto, se encontró sorprendentemente que cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi sin adición 
de glucosa al medio durante la fermentación y con una cantidad de glucosa inicial en el medio que se agota antes de 
alcanzar la fase estacionaria no solo produce un aumento de la densidad celular al inicio de la fase estacionaria, pero 
también produce un mayor número de células viables en comparación con un proceso de fermentación con adición de 45 

glucosa. 

En una realización particular, las células se cosechan antes de alcanzar una densidad óptica de aproximadamente 6. 

En una realización preferida, las células se cosechan a una densidad óptica de aproximadamente 5 a 
aproximadamente 6. 

El casete de expresión que codifica VEGFR-2 humano, bajo el control del promotor de CMV. 50 

En una realización preferida, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de ácido nucleico que se encuentra en la SEQ 
ID NO 2. 

También se describe aquí una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi que carece de actividad galactosa 
epimerasa y que comprende al menos una copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete 
de expresión, que puede obtenerse mediante un método para hacer crecer la cepa, que comprende la etapa de cultivar 55 

la cepa en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH inicial aproximadamente neutro a escala de 
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fermentación, en el que la cantidad de glucosa en el medio durante las fermentaciones se ajusta de modo que la 
cantidad de glucosa se reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria. 

Particularmente, no se agrega glucosa al medio durante la fermentación y la cantidad inicial de glucosa se agota antes 
de alcanzar la fase estacionaria. 

Particularmente, el casete de expresión es un casete de expresión eucariota. 5 

Particularmente, el casete de expresión codifica una proteína receptora de VEGF. 

Particularmente, el casete de expresión eucariota codifica una proteína receptora de VEGF seleccionada del grupo 
que consiste en VEGFR-2 humano y un homólogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% de 
homología con el mismo. 

Particularmente, el casete de expresión eucariota codifica VEGFR-2 humano de la secuencia de aminoácidos como 10 

se encuentra en la SEQ ID NO 1. 

Particularmente, la cepa mutante atenuada es Salmonella typhi Ty21a y la molécula de ADN recombinante comprende 
el gen de resistencia a kanamicina, el ori pMB1 y un casete de expresión eucariota que codifica VEGFR-2 humano 
bajo el control del promotor de CMV. 

Particularmente, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de ácido nucleico que se encuentra en la SEQ ID NO 2. 15 

También se describe aquí que la presente invención se refiere a una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi 
Ty21a que comprende al menos una copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete de 
expresión eucariota que codifica una proteína receptora de VEGF para uso como vacuna. 

En el contexto de la presente invención, el término "vacuna" se refiere a un agente que es capaz de inducir una 
respuesta inmune en un sujeto tras la administración. Una vacuna puede preferiblemente prevenir, mejorar o tratar 20 

una enfermedad. Preferiblemente, dicha vacuna comprende una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi, 
preferiblemente S. typhi Ty21a. Preferiblemente, la vacuna comprende además al menos una copia de una molécula 
de ADN recombinante que comprende un casete de expresión, preferiblemente que codifica un antígeno heterólogo. 
Dicha vacuna comprende un vector, por ejemplo una cepa bacteriana atenuada, como vehículo de administración para 
un ADN que codifica un antígeno heterólogo se denomina vacuna de ADN. 25 

Particularmente, el casete de expresión eucariota codifica una proteína receptora de VEGF seleccionada del grupo 
que consiste en VEGFR-2 humano y un homólogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% de 
homología con el mismo. 

Particularmente, el casete de expresión eucariota codifica VEGFR-2 humano de la secuencia de aminoácidos como 
se encuentra en la SEQ ID NO 1. 30 

También se describe aquí un método para aumentar el crecimiento celular de una cepa de vacuna mutante atenuada 
de Salmonella, inmovilizando la actividad de galactosa epimerasa, cultivando la cepa en un medio regulado que 
comprende esencialmente digestores enzimáticos de caseína y harina de soja y una cantidad de glucosa inicial de no 
más de 2,5-3,0 g/L a un valor de pH inicial de 6,5-7,5, en el que el cultivo se lleva a cabo omitiendo cualquier 
alimentación de glucosa adicional en el caldo de fermentación hasta la fase estacionaria de crecimiento celular, no 35 

manteniendo así el nivel de glucosa original en el caldo, dicho aumento del crecimiento celular, que se logra 
únicamente mediante el agotamiento completo de la glucosa durante la fermentación, se mide por densidad óptica 
(OD) y tiene un valor de 7,5-8,0 en la fase estacionaria finalmente obtenible (preferiblemente obtenida después de 18-
20 horas), en comparación con la OD 5,0 a 5,5 en un proceso de fermentación respectivo bajo las mismas condiciones, 
en el que sin embargo la glucosa se alimenta durante la fermentación para mantener un nivel de glucosa permanente 40 

en el caldo de fermentación de 2,0 a 3,0 g/L. 

Particularmente, el crecimiento celular máximo se obtiene después de 20 horas de cultivo. 

Particularmente, se logra una densidad celular de 5 x 1014-8 x 1014 al omitir cualquier alimentación con glucosa durante 
la fermentación, en comparación con 5 x 1013 a 1 x 1014 cuando se agrega glucosa durante el cultivo. 

Particularmente, se alcanza un valor de unidad formadora de colonias (CFU) de 6 x 109 a 8 x 109 por ml después de 45 

la fermentación al omitir cualquier alimentación de glucosa durante la fermentación, en comparación con 2 x 109 a 5 x 
109 después de la alimentación de glucosa durante la fermentación. 

Particularmente, el valor de pH se ajusta durante la fermentación a 7,0. Al omitir la alimentación de glucosa en la fase 
de crecimiento o incluso en el medio de inicio desde el principio, se puede observar un cambio de los valores de pH a 
alcalinos (desde ca. 7 a ca. 8), aunque el sistema de medio está regulado. Puede ser favorable ajustar el valor de pH 50 

durante el crecimiento celular al pH de inicio original de ca. 7,0. 

Particularmente, el medio es Caldo de Soja Tríptico (TSB) o un medio que proporciona nutrientes iguales o similares. 
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Particularmente, la cepa de vacuna mutante atenuada de Salmonella es Salmonella Typhi Ty21a. 

También se describe aquí un método de producción de una cepa de vacuna de cáncer atenuada mutante de 
Salmonella typhi Ty21a, en el que la cepa lleva múltiples copias de un ADN plasmídico que codifica un casete de 
expresión eucariota del receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular humano (VEGFR-2 o FLK-1), 
comprendiendo el método un método para aumentar el crecimiento celular de una cepa de vacuna mutante atenuada 5 

de Salmonella. 

Particularmente, dicho ADN plasmídico es un ADN plasmídico de 7.580 pb que comprende el ADNc de VEGFR-2 que 
está bajo el control del promotor de CMV, el gen de resistencia a kanamicina y el ori pMB1, y que se designa como 
pVAX10.VR2-1. 

Breve descripción de figuras y tablas 10 

Figura 1: secuencia de aminoácidos de VEGFR-2 codificada por ADNc clonado en el plásmido pVAX10.VR2-1 

En una realización particular, dicho ADN plásmido es un ADN plásmido de 7.580 bp que comprende el ADNc de 
VEGFR-2 que está bajo el control del promotor CMV, el gen de resistencia a la kanamicina y el ori pMB1, y que se 
designa como pVAX10.VR2-1. 

Breve descripción de figuras y tablas 15 

Figura 1: secuencia de aminoácidos de VEGFR-2 codificada por ADNc clonado en el plásmido pVAX10.VR2-1 

Figura 2: Mapa del plásmido de pVAX10.VR2-1 

Figura 3: Descripción del proceso de fabricación de Salmonella typhi Ty2a (pVAX10.VR2-1) 

Figura 4: Diagrama de flujo del aislamiento de S. Typhi Ty21a 

Figura 5: Crecimiento del precultivo 1 y 2 de Salmonella typhi Ty21a con/sin kanamicina 20 

Figura 6: Crecimiento de cultivos (precultivo 1) de Salmonella typhi Ty21a (vacío) con pulso de glucosa (ajustado a la 
concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se determinó mediante medición 
de densidad óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adición de glucosa (pulsación). El eje X representa el 
tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD y la concentración de 
glucosa (glc) en g/l. 25 

Figura 7: Crecimiento de cultivos (precultivo 1) de Salmonella typhi Ty21a (vacío) con pulso de glucosa (ajustado a la 
concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se determinó mediante medición 
de densidad óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adición de glucosa (pulsación). El eje X representa el 
tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD y el cambio de valor de 
pH. 30 

Figura 8: Crecimiento de cultivos (precultivo 2) de Salmonella typhi Ty21a (vacío) con pulso de glucosa (ajustado a la 
concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se midió como densidad óptica 
a 600 nm (OD600). 

Las flechas indican la adición de glucosa (pulsación). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y 
representa la densidad celular medida en unidades OD y la concentración de glucosa (glc) en g/l. 35 

Figura 9: Crecimiento de cultivos (precultivo 2) de Salmonella typhi Ty21a (vacío) con pulso de glucosa (ajustado a 
una concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se midió como densidad 
óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adición de glucosa (pulsación). El eje X representa el tiempo de cultivo 
en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD y el cambio de valor de pH. 

Figura 10: Crecimiento de cultivos (precultivo 3, inóculo cebado con glucosa del precultivo 1) de Salmonella typhi 40 

Ty21a (vacío) con pulso de glucosa (ajustado a la concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulsos de glucosa. 
El crecimiento celular se determinó mediante medición de densidad óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la 
adición de glucosa (pulsación). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad 
celular medida en unidades OD y la concentración de glucosa (glc) en g/L 

Figura 11: Crecimiento de cultivos (precultivo 3, inóculo cebado con glucosa del precultivo 1) de Salmonella typhi 45 

Ty21a (vacío) con pulso de glucosa (ajustado a la concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El 
crecimiento celular se determinó mediante medición de densidad óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la 
adición de glucosa (pulsación). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad 
celular medida en unidades OD y el cambio de valor de pH. 
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Figura 12: Crecimiento de la cepa de tipo salvaje (precultivo 1) de Salmonella typhi Ty21a en comparación con la cepa 
de producción de vacunas contra el cáncer manipulada (Salmonella typhi Ty21a: pVAX10.VR2-1, VXM01) con pulso 
de glucosa (ajustado a la concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulsos de glucosa. El crecimiento celular se 
midió como densidad óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adición de glucosa (pulsación). El eje X 
representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD. 5 

Figura 13: Crecimiento de la cepa de tipo salvaje (precultivo 2) de Salmonella typhi Ty21a en comparación con la cepa 
de producción de vacunas contra el cáncer manipulada (Salmonella typhi Ty21a: pVAX10.VR2-1, VXM01) con pulso 
de glucosa (ajustado a la concentración final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se 
determinó mediante medición de densidad óptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adición de glucosa 
(pulsación). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en 10 

unidades OD. 

Tabla 1: Proceso de fabricación 

Tabla 2: Proceso de fabricación 

Tabla 3: Resultados de la medición de OD600 durante el proceso de fermentación 

Tabla 4: Concentración de glucosa durante el proceso de fermentación 15 

Tabla 5: cambio de valor de pH durante el proceso de fermentación 

Ejemplos 

Ejemplo 1 : Aislamiento de la cepa Ty21a de Salmonella typhi para la preparación del Lote de Semillas de Investigación 
(RSL) 

El primer paso en la preparación de la RSL consistió en el aislamiento de la cepa atenuada de Salmonella typhi Ty21a 20 

de las cápsulas Typhoral L® seguida de la transformación de las bacterias atenuadas con el ADN plasmídico 
(pVAX10.VR2-1). 

Las cápsulas de Typhoral L® comercialmente disponibles, que contienen una cepa atenuada de Salmonella entérica 
serovar typhi Ty21a, se usaron para preparar el caldo de S. typhi para usar en los estudios recombinantes indicados 
a continuación. El proceso consistió en inocular un medio de cultivo líquido con parte del contenido de las cápsulas y 25 

luego cultivar en placa el cultivo líquido en un medio de agar con el fin de aislar las colonias bacterianas individuales. 
Se aislaron colonias individuales y se cultivaron en medio de cultivo líquido. Dos cultivos, específicamente, VAX.Ty21-
1 y VAX.Ty21-2, se formularon a continuación con glicerol, se hicieron alícuotas (1 ml) y se almacenaron a -75 °C ± 5 
°C en espera de su uso. La identidad de cada uno de los dos cultivos se confirmó posteriormente. 

Ejemplo 2 : construcción de plásmido 30 

El principio de síntesis de plásmidos se basa en la síntesis de genes in vitro de doble cadena con los siguientes pasos: 

• La secuencia de plásmido pVAX10-VR2.1 completa de 7,58 kB se subdividió (mediante análisis de software) en 5 
secciones de ~1,5 kB. Cada sección se subdividió en oligonucleótidos de 40-50 bp teniendo cada uno regiones 
superpuestas entre oligonucleótidos de ambas cadenas 
• Los oligonucleótidos sintetizados in vitro se fosforilaron luego mediante incubación con polinucleótido quinasa T4 35 

• Después del proceso de recocido de superposición de oligonucleótidos bajo condiciones apropiadas, la enzima Taq 
ADN ligasa conectó los oligonucleótidos alineados 
• Una vez completada la etapa de ligado, se realizó PCR usando cebadores recocidos en posiciones hacia afuera, 
para aumentar el rendimiento de los fragmentos del plásmido ligado (~1,5kB) 
• Se realizó una electroforesis en gel de agarosa preparativa para aislar los productos de PCR 40 

• Los productos de PCR aislados se clonaron en vectores TOPO (Invitrogen K#4575-40) y se transformaron en células 
TOP10 de E. coli para la propagación 
• Después del aislamiento del plásmido TOPO, se realizó una restricción y verificación de la secuencia 
• Los fragmentos alineados aislados se ensamblaron mediante PCR solapada. Este proceso fue seguido por el 
ensamblaje lineal del plásmido pVAX10.VR2-1 45 

• Después de la restricción del digestor Xhol (el sitio de restricción simple está presente en el plásmido pVAX10.VR2-
1, véase la Figura 2.1.S.1.2.2-1) y el enlace covalente mediante la ligasa T4, E. coli se transformó con el plásmido 
circular para la propagación 
• Después de la verificación final de la secuencia del plásmido, el plásmido pVAX10.VR2-1 se transformó en la cepa 
bacteriana S. typhi Ty21a. 50 

El plásmido pVAX10.VR2-1 se sintetizó así con éxito (sin desviación a la secuencia de referencia). Este plásmido se 
usó adicionalmente para transformar los aislados de la cepa bacteriana de S. typhi Ty21a (Vax.Ty21-1 y Vax.Ty21-2). 

E12808264
28-11-2017ES 2 650 269 T3

 



16 

Ejemplo 3:  Procesos de fabricación 

La siguiente Tabla 2 resume los procesos de fabricación con/sin alimentación de glucosa durante la fermentación. 

Etapa de 
producción 

Proceso variante A: con 
alimentación con glucosa 

Proceso variante A: sin alimentación 
con glucosa 

Precultivo 

CÉLULAS (con/sin plásmido 
pVAX10.VR2-1) 

CÉLULAS (con o sin plásmido 
pVAX10.VR2-1) 

↓ ↓ 

350 mL TSB + kanamicina (1mL) 2 x 500 ml TSB + kanamicina (500µL) 
(OD600>0,3) 

Cuarto limpio 
clase D y A en D 

↓ ↓ 

5 x 550 mL TSB + kanamicina 
(50mL) 10 x 1000 ml TSB + kanamicina (75mL) 

(OD600 ≥ 0,5) (OD600 ≥ 0,5) 

Fermentación 

30L volumen de fermentación 100 L volumen de fermentación 

TSB + 0,001 % galactosa TSB + 0,001 % galactosa 

- 30 °C - 30 °C 

- flujo de aire 2 l/min (0,07 wm) - flujo de aire 100L/min (1 vvm) 

- presión 1 bar - presión no controlada 

- pH 7,0 controlado con NaOH - pH 7,0 controlado con NaOH 

- pO2 ≥ 40% regulado por 
mezclador 

- espuma controlada (Corning) 

Cuarto limpio 
clase D 

- alimentación con glucosa ∑ 5-8 g/l - pO2 ≥ 40% regulado por mezclador 

- Final OD600nm ~ 2,7 (objetivo 6 - 
10) 

- mínimo de mezclado 200 rpm 

- enfriamiento a 15 °C antes de la 
cosecha 

- sin alimentación con glucosa 

- OD600nm final (fin de la fase de 
crecimiento exponencial) 

- enfriamiento a al menos 25°C antes de 
la cosecha 

cosecha/ 
concentración/ 
lavado 

filtración de flujo cruzado  filtración de flujo cruzado 

- 10 veces concentración - 10 veces concentración 

10 veces intercambio de regulador 
en diafiltración con solución de 
sacarosa al 15%, seguido de 

10 veces el intercambio de regulador en 
la diafiltración con sacarosa al 15%, 
solución de ascorbato al 0,45% pH 7,2, 
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Etapa de 
producción 

Proceso variante A: con 
alimentación con glucosa 

Proceso variante A: sin alimentación 
con glucosa 

concentración adicional a 1/15 vol. 
de cosecha original 

seguido de una concentración adicional 
de 1/20 vol. de cosecha original 

almacenamiento* a 2-8 °C hasta llenado 
aproximadamente 24 horas, 

Cuarto limpio 
clase D 

- Formulación agregando ascorbato 
a la concentración final de 0,45% 

  

almacenamiento a 2-8 °C hasta 
llenado aproximadamente 24 horas 

  

Dilución/ llenado 
de frascos 

Llenado manual de 150 frascos de 
5 diluciones 

Llenado manual de 150 frascos de 5 
diluciones 

- Ajuste de CFU - Ajuste de CFU 

- 300mL de suspensión → llenado 
de 150 frascos 

- 300mL de suspensión → llenado de 
150 frascos 

 - Dilución de 30mL de 
suspensión 270 mL solución de 
formulación, llenado de 150 2 R 
frascos de vidrio 

- Dilución de 30mL de suspención 270 
mL solución de formulación, llenado de 
150 2 R frascos de vidrio 

- cuatro diluciones y llenado de 150 
frascos hasta 1:10.000 

Cuarto limpio 
clase A en B 

- cuatro diluciones y llenado de 150 
frascos hasta 1:10.000 

- cerrar los frascos con tapones de 
caucho y tapas de aluminio 

- cerrar los frascos con tapones de 
caucho y tapas de aluminio 

- almacenamiento a ≤ -70 °C 

- almacenamiento a -75°C ± 10°C 

 

El proceso de crecimiento bacteriano se llevó a cabo en 2 x 350 ml de medio TSB que contenía además 25 µg/ml de 
kanamicina. Se inocularon dos matraces Erlenmeyer de 2L con deflectores, cada uno con una alícuota (1 ml) de 
Salmonella typhi Ty21a y Ty21a (pVAX10.VR2-1). Los cultivos se incubaron a 30 °C ± 2 °C con agitación (140 rpm) 
hasta que se alcanzó una Densidad Óptica OD600nm>0,1. La cosecha bacteriana (50 ml) del primer cultivo se usó para 5 

inocular un segundo cultivo (precultivo 2), 6 x 550 ml de medio TSB con kanamicina (25 µg/ml) contenido en matraces 
Fernbach de 3L con deflectores. Los cultivos se incubaron a 30 °C ± 2 °C con agitación (180 rpm) hasta que una OD 
a 600 nm del cultivo bacteriano alcanzó un valor de ≥0,3. Al finalizar el tiempo de incubación, se inoculó el cultivo 
principal (medio TSB con galactosa al 0,001%) preparado en un fermentador de acero inoxidable controlado con un 
volumen de trabajo de 27 litros, con el precultivo 2 (5 matraces de cultivo bacteriano agrupados) y se incubaron a 30 10 

°C con la siguiente configuración: flujo de aire a 2 l/min, presión a 1 bar, pH 7,0, pO2 ≥ 40%. 

Una mitad de las muestras de cultivo se alimentó con glucosa en una cantidad que dio una concentración final de 2,0 
g/l a 3,0 g/l en el medio de cultivo inicial. La alimentación con glucosa se llevó a cabo después de 3-5 horas después 
del inicio de la fermentación y se repitió varias veces cada 3-5 horas. 

La otra mitad de las muestras de cultivo se trataron de manera idéntica pero sin ninguna alimentación de glucosa 15 

durante el cultivo de las células de Salmonella. Como control, se probó un medio de cultivo que no contenía ninguna 
glucosa desde el primer comienzo (medio TSB sin glucosa). 

El cultivo bacteriano se concentró por filtración de flujo cruzado (CFF)/diafiltración contra una solución de sacarosa al 
15%. Se llevaron a cabo cinco diluciones del concentrado bacteriano final. El producto bacteriano final se dividió en 
alícuotas (1 ml) en viales 2R, los viales se cerraron, se marcaron, se taparon y se almacenaron a -75 °C ± 5 °C. 20 

E12808264
28-11-2017ES 2 650 269 T3

 



18 

Los controles en el proceso para el primer y segundo paso de precultivo, al finalizar los tiempos de incubación, 
incluyeron el análisis del crecimiento bacteriano midiendo OD600nm, pH y CFU/ml, así como la determinación de la 
estabilidad del plásmido (PST) y examinación bacteriana. El último análisis se basó en un ensayo de agar sangre para 
determinar las reacciones hemolíticas de microorganismos patógenos exigentes. El valor de CFU se evaluó antes y 
después del CFF. Tras la formulación del concentrado bacteriano final, se midieron las CFU y el índice de refracción 5 

en la formulación con la concentración bacteriana más baja. 

Ejemplo 4 : Crecimiento de Salmonella typhi TY21a (pVAX10.VR2-1) con y sin kanamicina 

La producción de la vacuna de cáncer bacteriano viva se basa en la fermentación de una cepa Ty21a de Salmonella 
entérica serovar typhi (que comprende el plásmido pVAX10.VR2-1). Después del crecimiento, la suspensión celular 
debe concentrarse por filtración de flujo cruzado y lavarse por diafiltración. Se deben llenar cinco diluciones diferentes 10 

de suspensión de células lavadas en viales 2 R de vidrio. 

Los objetivos de estas pruebas de crecimiento en matraz fueron: 

• verificar la rata de crecimiento para el precultivo 1 y 2 para planificar la tabla de tiempos de ejecución de producción 
• investigar la influencia de la alimentación con glucosa para lograr una alta concentración celular (valores de OD600) 

Los experimentos se realizaron a partir de los bancos de células maestras de Salmonella entérica typhi Ty21a y 15 

Salmonella entérica typhi Ty21a (pVAX10.VR2-1) (=cepa VMX01). El inóculo para la fermentación se preparó 
mediante un precultivo de dos pasos (VK): el precultivo 1 se inoculó directamente de MCB; el precultivo 2 se inoculó 
mediante un volumen mayor fuera del precultivo 1. Se realizaron pruebas de crecimiento para evaluar el transcurso 
del tiempo para el cultivo del precultivo en matraces Erlenmeyer de 2 litros (precultivo 1) y matraces de Fernbach 
Corning de 3 litros (precultivo 2). El precultivo se realizó con y sin kanamicina para obtener información sobre el 20 

crecimiento/fase de crecimiento exponencial en ambas condiciones. 

El crecimiento de estos cinco matraces se compara en la Figura 5: 

• VK1a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 3 litros + 0,5 ml de MCB, 30 °C, 120 rpm 

• VK1b: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 3 litros + 0,5 ml MCB, 30 °C, 120 rpm 

• VK2: 1.000 ml de Medio TSB en matraces Corning de 3 litros + 75 ml VK1b (OD 1,6), 30 °C, 120 rpm 25 

• VK1a k: 500 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 2 litros + 0,5 ml MCB, 30 
°C, 120 rpm 

• VK1 b k: 500 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 3 litros + 0,5 ml MCB, 30 
°C, 120 rpm 

• VK2a k: 1.000 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 3 litros + 75 ml VK1 a 30 

k (OD 1,8), 30 °C, 120 rpm 

• VK2b k: 1.000 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 3 litros + 75 ml VK1 a 
k (OD 1,8), 30 °C, 120 rpm 

Los resultados en la Figura 5 muestran que no hay diferencias significativas entre el crecimiento con y sin kanamicina, 
así como en el crecimiento en matraces Corning de 2 litros o 3 litros, respectivamente. El tiempo de cultivo para el 35 

precultivo 1 a 30 °C debe estar entre aproximadamente 15 a 23 horas (OD600 ~1-4) para inocular el precultivo 2 con 
células en fase exponencial. Se alcanzó una OD600 mínima para el precultivo 2 (> 0,5) después de 2-3 horas; la fase 
de crecimiento exponencial se caracteriza por valores de OD600 entre 0,5 y 3,0. 

Ejemplo 5 : Crecimiento de Salmonella typhi TY21a (vacío) con y sin alimentación de glucosa 

Las pruebas de crecimiento con tres precultivos (1, 2, 3) se realizaron en matraces Erlenmeyer de 2 litros y cultivo en 40 

dos etapas como se hizo con la cepa de producción. 

El precultivo 1 se inocula directamente desde RCB; el precultivo 2 es inoculado por un volumen mayor fuera del 
precultivo 1. Debido a la ausencia de resistencia a la kanamicina codificada por el plásmido, se omitió el antibiótico 
selectivo en los medios de cultivo. Para evaluar la influencia del paso del precultivo (número de generación), se 
realizaron adiciones repetidas de glucosa en el precultivo 1 así como en el precultivo 2, ambos en comparación con 45 

los cultivos "no pulsados". Además, el precultivo 1 pulsado con glucosa se usó como inóculo para el precultivo 2 para 
el seguimiento de la reversibilidad del impacto metabólico mediado por la concentración de glucosa. El precultivo 3 
representa el precultivo 1 cultivado con alimentación con glucosa (pulsado) inoculado en medio TSB fresco (con o sin 
glucosa). 
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Las designaciones de muestra que se usan en las Figuras 6-11 son las siguientes: 

• VK1a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 0,5 ml RCB, 30 °C, 120 rpm 

• VK1b: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 0,5 ml RCB, 30 °C, 120 rpm + adición de glucosa 

• VK2a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1a (OD 5,4), 30 °C, 120 rpm 

• VK2b : 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1a (OD 5,4), 30 °C, 120 rpm + adición de 5 

glucosa 

• VK3a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1 b (OD 5,1; 5 horas después de la primera 
adición de glucosa) 30 °C, 120 rpm 

• VK3b: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1 b (OD 5,1; 5 horas después de la primera 
adición de glucosa) 30 °C, 120 rpm + adición de glucosa. 10 

Los resultados de estos experimentos muestran que la adición de glucosa no da como resultado mayores valores de 
OD/rendimientos de masa celular de la cepa de tipo salvaje a pesar del consumo de glucosa. Por el contrario, los 
matraces sin adición de glucosa alcanzaron valores de OD más altos (6 para el precultivo 1, 8 para el precultivo 2). 
Aproximadamente 1 hora después de la adición de glucosa, la OD permaneció estática (o incluso ligeramente 
disminuida) en comparación con el crecimiento sin adición de glucosa. En pulsos repetidos el consumo de glucosa 15 

disminuyó, no se observó ningún efecto adicional/aditivo sobre el crecimiento. 

Sin la adición de glucosa, se observó un cambio de pH a alcalino después del agotamiento de la glucosa, mientras 
que con el pulso de glucosa el valor del pH disminuyó (comparar la Figura 8 para el precultivo 1 y la Figura 9 para el 
precultivo 2). Se observaron fenómenos en ambos precultivos (VK1, VK2), lo que indica que no hay influencia del 
número de generación. 20 

Cuando se inoculó un precultivo cultivado con pulso de glucosa en medio fresco (dilución 1:14, VK3, Figura 10, Figura 
11), se observaron las mismas características de crecimiento (valores más altos de OD/cambios de pH a alcalinos sin 
adición de glucosa). 

Los resultados indicaron que las concentraciones de glucosa por encima de un límite comparablemente bajo 
(aproximadamente 2,5 g/l) desencadenan un cambio reversible en el metabolismo (glucosa). Presumiblemente, una 25 

sustancia se secreta entonces en un medio que inhibe un crecimiento adicional, incluso si la glucosa disminuye 
nuevamente por debajo del nivel de activación. Después de la inoculación en medio nuevo (VK3) esta sustancia se 
diluye a una concentración por debajo de la efectividad. 

Ejemplo 6:  Crecimiento de la producción manipulada de la cepa de la vacuna contra el cáncer Salmonella typhi Ty21a 
(pVAX10.VR2-1) (= VXM01) con y sin alimentación con glucosa. 30 

El mismo enfoque experimental que se describe en el Ejemplo 5 se llevó a cabo con la cepa de producción de vacuna 
contra el cáncer VXM01. La única diferencia del Ejemplo 5 es que la cepa se transformó con el plásmido pVAX10.VR2-
1. Estas investigaciones se realizaron para respaldar la hipótesis de que las características de crecimiento de la cepa 
de producción S. typhi Ty21a:pVAX10-VR2.1 (p) con respecto al metabolismo de la glucosa no están influenciadas 
por el plásmido, sino una característica de la cepa vacía. El crecimiento y el pulso de glucosa de ambas cepas se 35 

compara en la Figura 11 y la Figura 12. 

Los resultados muestran, que las características de crecimiento de ambas cepas (cepa de producción de S. typhi 
Ty21a vacía y manipulada) son comparables. No se observó ninguna indicación de la influencia del plásmido. Además, 
aunque las células cultivadas sin glucosa muestran una morfología diferente en comparación con las células cultivadas 
en la presencia de glucosa, estas no muestran aumento de la lisis celular y no disminuyen la estabilidad del plásmido 40 

(en el caso de las células manipuladas) en comparación con las células cultivadas con glucosa. 

Tabla 3: Resultados de la medición de OD600 durante el proceso de fermentación 

Tiempo de Cultivación OD600-resultados 

[h] VK1 a VK1b VK2 VK1a k VK1b k VK2a k VK2b k 

0 0,001 0,003 0,1 0,0 0,0 0,2 0,2 

1   0,3   0,3 0,3 
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Tiempo de Cultivación OD600-resultados 

[h] VK1 a VK1b VK2 VK1a k VK1b k VK2a k VK2b k 

2,0   0,5   0,7 0,6 

3,0 0,003  1,0   1,2 1,2 

4,0   1,6   1,7 1,6 

5,0 0,005  2,4   2,5 2,3 

6,0   3,4   3,1 3,1 

7,0   3,8   3,7 3,7 

7,5 0,010     3,7 4,5 

8,0   4,5     

9,0 0,026       

10,0        

11,0        

12,0        

13,0        

14,0        

15,0  1,6  1,8 2,1   

16,0  2,2  2,6 2,8   

17,0  2,8  2,8 3   

18,0  3,2   3,1   

19,0  3,7   3,0   

20,0        

21,0  5,1  4,2 3   

22,0        

23,0  6,1  5,3 3,1   

24,0 5,9  7,3   3,8 8 

25,0 6,3       

26,0 6,9       
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Tiempo de Cultivación OD600-resultados 

[h] VK1 a VK1b VK2 VK1a k VK1b k VK2a k VK2b k 

27,0 7,3       

28,0 7,6       

30,0 7,5       

39,0  7,0  7,6 3,2   

 

Tabla 4: Concentración de glucosa durante el proceso de fermentación 

Tiempo de Cultivación Concentración de glucosa [g/l] 

[h] VK1a k VK1b k VK2a k VK2b k 

0 2,4 2,4 2,5 2,6 

1   2,5  

2,0   2,4  

3,0   2,3  

4,0   1,7  

5,0   4,8 1,0 

6,0   3,9 0,1 

7,0   3,1  

7,5     

8,0   2,2  

9,0     

10,0     

11,0     

12,0     

13,0     

14,0     

15,0 1,4 1,1   

16,0 0,4 0,1   
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Tiempo de Cultivación Concentración de glucosa [g/l] 

[h] VK1a k VK1b k VK2a k VK2b k 

17,0  3,8   

18,0  3,2   

19,0  2,5   

20,0     

21,0  1,6   

22,0     

23,0  0,8   

24,0   0  

25,0     

26,0     

27,0     

28,0     

30,0     

39,0  0,0   

 

Tabla 5: cambio de valor de pH durante el proceso de fermentación 

Tiempo de incubación Valores de pH 

[h] VK1a k pH VK1b k pH VK2a k pH VK2b k pH 

0 6,8 6,8 6,5 6,5 

1   6,4 6,4 

2,0   6,4 6,4 

3,0   6,5 6,5 

4,0   6,0 6,0 

5,0   6,2 6,2 

6,0   5,8 5,91 

7,0     

E12808264
28-11-2017ES 2 650 269 T3

 



23 

Tiempo de incubación Valores de pH 

[h] VK1a k pH VK1b k pH VK2a k pH VK2b k pH 

7,5     

8,0   5,4 5,9 

9,0     

10,0     

11,0     

12,0     

13,0     

14,0     

15,0 5,7 5,6   

16,0 5,6 5,6   

17,0 5,7 5,4   

18,0 5,8 4,4   

19,0 5,7 5,3   

20,0     

21,0 6,1 5,2   

22,0     

23,0 6,6 5,1   

24,0   5,7 8,28 

25,0     

26,0     

27,0     

28,0     

30,0     

39,0 8,0 5,1   
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi que alberga una mutación con pérdida de 
función en el gen galE y que comprende al menos una copia de una molécula de ADN que comprende un casete de 
expresión eucariota, que comprende la etapa de cultivar la cepa en una medio regulado que comprende peptona a un 
valor de pH de inicio aproximadamente neutro a escala de fermentación, en el que no se agrega glucosa al medio 5 

durante la fermentación y la cantidad inicial de glucosa se agota antes de alcanzar la fase estacionaria, y en el que el 
volumen del medio es al menos aproximadamente 10 litros. 

2. El método de la reivindicación 1, en el que dicha cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi 
Ty21a. 

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el casete de expresión eucariota codifica una 10 

proteína receptora de VEGF, preferiblemente una proteína receptora de VEGF seleccionada del grupo que consiste 
en VEGFR-2 humano y un homólogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% homología con la 
misma, particularmente en donde el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de aminoácidos como se encuentra en la 
SEQ ID NO 1. 

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el medio regulado comprende peptona de 15 

origen no animal, preferiblemente en el que dicho medio regulado es caldo de soja tríptico (TSB) de origen no animal. 

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el volumen del medio es desde 
aproximadamente 10 litros a aproximadamente 10.000 litros, preferiblemente desde aproximadamente 30 litros a 
aproximadamente 1.000 litros, más preferiblemente desde aproximadamente 100 litros a aproximadamente 500 litros. 

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la concentración de glucosa inicial corresponde 20 

a la del medio bacteriano mínimo o menos, preferiblemente en el que la concentración de glucosa inicial es desde 
aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 4 g/l. 

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el valor de pH inicial es desde aproximadamente 
5 a menos de aproximadamente 9, preferiblemente desde aproximadamente 6 a aproximadamente 8, más 
preferiblemente desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5. 25 

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el valor de pH se ajusta durante dicho cultivo 
a un valor de pH de aproximadamente 6 a aproximadamente 8, preferiblemente a un valor de pH de aproximadamente 
6,5 a aproximadamente 7,5. 

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el progreso del crecimiento se determina 
mediante (i) medición de la densidad óptica (OD), preferiblemente mediante (ia) monitorización in-situ de la densidad 30 

óptica del cultivo o mediante (ib) tomar muestras y medir la densidad óptica de las muestras, o (ii) medir la densidad 
celular, preferiblemente (iia) microscópicamente o (iib) midiendo la resistencia eléctrica, o (iic) por citometría de flujo, 
o por (iii) medir el valor de las unidades formadoras de colonias (UFC) tomando muestras y cultivando en placas de 
agar. 

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células se cosechan antes de alcanzar 35 

una densidad óptica de aproximadamente 6, preferiblemente a una densidad óptica de aproximadamente 5 a 
aproximadamente 6. 

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la cepa mutante atenuada de Salmonella 
typhi es Salmonella typhi Ty21a y la molécula de ADN comprende el gen de resistencia a kanamicina, pMB1 ori y un 
casete de expresión eucariota que codifica VEGFR-2 humana , bajo el control del promotor de CMV, particularmente 40 

en el que el ácido nucleico VEGFR-2 humano tiene la secuencia que se encuentra en la SEQ ID NO 2. 
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