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DESCRIPCIÓN 
 
Vacunación por medio de levadura recombinante mediante generación de una respuesta inmunitaria humoral 
protectora contra antígenos definidos 
 5 
Campo de la invención  
 
La invención se refiere a levaduras recombinantes de la especie Kluyveromyces lactis, que contienen el antígeno 
VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV), codificado por un gen exógeno integrado en el genoma de levadura, 
para la generación de una respuesta inmunitaria humoral, a la producción de estas levaduras y a su uso para la 10 
vacunación protectora contra patógenos que contienen estos antígenos. 
 
Estado de la técnica  
 
Las vacunas se emplean para prevenir enfermedades (vacunas preventivas) o para tratar enfermedades 15 
establecidas (vacunas inmunoterapéuticas). Los programas de vacunación preventiva han contribuido en los últimos, 
aproximadamente, 100 años, esencialmente a la reducción de enfermedades infecciosas. Las vacunas 
inmunoterapéuticas se desarrollan y emplean ya desde hace aproximadamente 20 años, por ejemplo contra 
infecciones persistentes con virus, bacterias o parásitos o contra enfermedades cancerígenas. El fin de la 
vacunación es la inducción de una respuesta inmunitarias celular (es decir esencialmente mediadas por células T y 20 
NK) y/o humorales (es decir esencialmente mediadas por células B/anticuerpos) así como de una memoria 
inmunológica ("memory") contra componentes antigénicos de patógenos o células malignas (tumorigénicas). 
 
Las vacunas clásicas contienen los agentes patógenos totales en forma atenuada (inactivada) o forma muerta, 
inclusive sus materiales genéticos, ácidos nucleicos en forma de ADN o ARN. Estas vacunas clásicas necesitan 25 
para la producción en la mayoría de los casos medidas de seguridad especiales y/o el uso de animales de ensayo 
y/o el uso de cultivos celulares; además, con frecuencia tienen que almacenarse y transportarse de manera costosa 
y con el uso de cadenas de refrigeración. Además tienen el riesgo de que las sustancias a partir de la producción 
(por ejemplo a partir del animal de ensayo o del cultivo celular) generan efectos secundarios en el individuo 
vacunado o que se producen reactivaciones indeseadas del patógeno. Existen problemas también en el diagnóstico: 30 
de este modo, por ejemplo en el caso de la vacunación de animales útiles, los animales vacunados no se diferencian 
de animales infectados naturalmente, de modo que puede fallar el sistema de alarma preventiva, lo que se basa en 
la detección de nuevas infecciones. Por lo tanto, se desarrollaron las denominadas vacunas "de subunidad", que 
contienen solamente partes del patógeno. Una condición para ello es que los "antígenos principales" del agente 
patógeno respectivo sean conocidos. Los antígenos principales son en la mayoría de los casos constituyentes de 35 
superficie del patógeno, que pueden reconocerse por el sistema inmunitario, por ejemplo proteínas de una cubierta 
vírica o de la cápside vírica. Estos pueden también inducir en ausencia de una partícula de virus completa, una 
respuesta inmunitaria humoral y/o celular y una memoria inmunológica en el huésped contra el virus. Dado que en la 
"vacunación de subunidad" faltan así constituyentes típicos del patógeno, mediante un diagnóstico diferencial 
pueden diferenciarse individuos vacunados de infectados naturalmente; se habla por lo tanto también de una 40 
"vacuna marcadora de subunidad". Las desventajas de muchas vacunas de subunidad son una producción con 
frecuencia costosa y una inmunogenicidad con frecuencia insuficiente: mientras que los agentes patógenos pueden 
cultivarse de manera autoeficiente (con las limitaciones expuestas anteriormente), sus antígenos principales tienen 
que producirse por ingeniería genética mediante procedimientos de coste elevado y en la mayoría de los casos 
ineficientes y purificarse de manera costosa. Las vacunas de subunidad así obtenidas son correspondientemente 45 
sensibles, asimismo tienen que almacenarse y transportarse con frecuencia de manera refrigerada y tienen un bajo 
tiempo de conservación. Por estos motivos, una gran parte de las vacunas colectivas se basa aún en el principio 
clásico con agentes patógenos completos. Por ejemplo, la mayoría de las vacunas contra la enfermedad aviar 
ampliamente extendida, bursitis infecciosa (IBD) se basan hoy en día en su mayoría en virus atenuados (debilitados) 
o inactivados del virus que desencadena la IBD de la bursitis infecciosa (IBDV). 50 
 
El problema de la inmunogenicidad más debilitada en las vacunas de subunidad se intenta compensar mediante el 
uso adicional de adyuvantes. Los adyuvantes son sustancias que han resultado empíricamente ser 
inmunomoduladoras. Estos refuerzan de manera no específica y con frecuencia de manera poco entendida, la 
reacción inmunitaria. Hasta el momento, solo están permitidos pocos adyuvantes para el uso humano. Los únicos 55 
excipientes que están permitidos por ejemplo en los EE. UU. para el uso en el ser humano son sales de aluminio, 
hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio. No obstante, las formulaciones de sal de aluminio provocan dificultados 
adicionales en el almacenamiento de la vacuna en cuestión. Además, estos adyuvantes no despliegan con todos los 
antígenos una eficacia suficiente. 
 60 
La producción mediante ingeniería genética de proteínas exógenas, entre las que figuran la mayoría de las vacunas 
de subunidad, puede tener lugar en distintas células huésped. Además de la bacteria intestinal Escherichia coli se 
han establecido como sistemas huésped células de mamífero, que pueden proliferar en cultivos celulares, células 
vegetales y distintos hongos. Los sistemas microbianos tales como bacterias y hongos pueden cultivarse a gran 
escala de manera especialmente económica. Las células de levadura de los géneros de levadura Saccharomyces, 65 
Pichia y Kluyveromyces se emplean ya desde hace décadas de manera rutinaria para la expresión de proteínas 
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exógenas. Las células de levadura tienen, con respecto a las bacterias, la ventaja de que son eucariotas, es decir 
igualan en muchos aspectos a las células animales, y proteínas eucariotas, es decir proteínas, que se forman en 
células animales y/o tienen que ser funcionales, pueden producirse de manera económica en levadura en forma 
nativa o casi nativa (Bathurst, 1994; Gellissen & Hollenberg, 1997). Las levaduras se usaron en primer lugar solo 
para producir las proteínas exógenas, y las proteínas se purificaron a partir de las células de levadura y se 5 
emplearon como vacunas de subunidad. Solo desde hace poco tiempo se intenta administrar levaduras en sí o 
fracciones celulares de las levaduras como vacunas. 
 
Desde hace aproximadamente 5 años, se intenta emplear Saccharomyces cerevisiae ("levadura de panificación", S. 
cervisiae) en sí para la vacunación: de este modo pudo mostrarse que mediante células que expresan antígeno, 10 
administradas por vía subcutánea, de S. cerevisiae, pueden activarse células dendríticas y generarse respuestas 
inmunitarias de células T específicas de antígeno, en especial respuestas de células T citotóxicas contra 
determinados antígenos. Esta respuesta inmunitaria celular resulta ser protectora con respecto a la administración 
de determinadas células tumorales, es decir generada en animales vacunados a continuación de la vacunación de 
menos tumores que en los animales control. Este procedimiento se somete a prueba actualmente en aplicaciones 15 
inmunoterapéuticas en enfermedades tumorales (Stubbs et al., 2001; Lu et al., 2004). 
 
El experto en la materia conoce las siguientes fuentes del estado de la técnica, en las que se describe una 
vacunación a base de levadura: una serie de patentes de los EE. UU., así por ejemplo 20090304741, 5830463 y 
10738646 y 20070166323 describen el uso de S. cerevisiae que contienen al menos un antígeno recombinante, en 20 
la inmunoterapia. Se mostró que estas levaduras son efectivas para estimular una reacción inmunitaria, en particular 
una reacción inmunitaria mediada por células. 
 
El documento WO 90/15140 divulga la inmunización de pollos con antígeno de IBDV recombinante. Este se obtuvo a 
partir de Kluyveromyces lactis, en el que se expresó el antígeno. Sin embargo, el documento WO 90/15140 divulga 25 
solamente cepas de K. lactis, en las que el antígeno de IBDV se expresa por medio de vectores de plásmido, no 
cepas de K. lactis, en las que el gen que expresa antígeno está integrado de manera estable en el genoma y pude 
exprimirse de manera inducible (tema de la solicitud). 
 
El documento WO/2006/044923 divulga una levadura (S. cerevisiae) que expresa de manera recombinante las 30 
distintas proteínas del virus de la hepatitis C (VHC), y que puede desencadenar una reacción inmunitaria, 
principalmente una respuesta de células T, contra estas proteínas de VHC y se empleará como vacuna contra la 
hepatitis C crónica. 
 
El documento WO/2007/092792 describe el uso posible de S. cerevisiae recombinante contra infecciones por virus 35 
de la gripe, usándose una combinación de distintas cepas de levadura, cuya aplicación lleva a una inducción de 
células T, es decir a una respuesta inmunitaria celular. 
 
El documento WO/2011/032119 se refiere a un procedimiento para la mejora de la eficacia de una inmunoterapia a 
base de levadura en pacientes. El procedimiento comprende un agente a base de levadura que modula la 40 
producción o la supervivencia de células TH17 CD4+. 
 
En ninguna de las patentes accesibles se emplea levadura de manera demostrable para la inducción de una 
respuesta inmunitaria humoral protectora contra enfermedades infecciosas o tumorales (tema de esta solicitud). 
 45 
Tal como S. cerevisiae, también la "levadura láctica" Kluyveromyces lactis (K. lactis) tiene el estado GRAS (GRAS: 
generally regarded as safe (generalmente considerado como seguro)), es decir es adecuada para la aplicación en 
animales o seres humanos (van Ooyen et al. 2006). Aunque morfológicamente son muy similares a la levadura de 
panificación S. cerevisiae, las líneas de desarrollo de los dos géneros se han desarrollado hace más de 100 millones 
de años por un precursor común en diferentes direcciones. K. lactis se diferencia por lo tanto en muchas 50 
propiedades fundamentalmente de S. cerevisiae. Algunas de estas diferencias son de gran importancia para la 
aplicabilidad en aplicaciones de biotecnología. La evolución de S. cerevisiae conllevaba la especialización del 
metabolismo en la fermentación alcohólica y con ello la pérdida de muchos genes de los precursores. No obstante, 
la fermentación alcohólica es atípica para la mayoría de las levaduras. Esta tiene lugar en S. cerevisiae a altas 
concentraciones de glucosa también cuando está presente oxígeno y la respiración mitocondrial permitiera 55 
verdaderamente un rendimiento energético mucho más eficiente a partir de la conversión de azúcar: la función de 
las mitocondrias, las "centrales energéticas" de la célula, se suprime en su mayor parte mediante "represión de 
glucosa". K. lactis se diferencia considerablemente de S. cerevisiae en la regulación de la función de las 
mitocondrias (Chen y Clark-Walker, 1995, Clark-Walker, 2007). K. lactis, en contraposición a S. cerevisiae 
pertenecen a las levaduras denominadas "Crabtree negativas". Las levaduras de este tipo no forman, en condiciones 60 
estrictamente aeróbicas, por regla general, nada de etanol sino que degradan la glucosa por completo para dar CO2 
a través de la actividad mitocondrial con la formación de ATP. Esta propiedad fisiológica es de importancia 
fundamental, dado que esta lleva a un aumento claro del rendimiento de biomasa en fermentaciones a gran escala, 
lo que tiene como consecuencia una clara reducción de costes en el uso de estas levaduras como productoras de 
proteínas recombinantes. Además, estudios en K. lactis han mostrado que mutaciones en la ruta de señalización de 65 
glucosa mediada por hexocinasa pueden mejorar la expresión de genes heterólogos (Donnini et al., 2004). Una 
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represión de glucosa reducida, en particular de genes respiratorios, es una característica de las levaduras "Crabtree 
negativas" y podría estar relacionada con la mejor expresión de gen exógeno observada empíricamente en tales 
levaduras. 
 
K. lactis y S. cerevisiae presentan además diferencias considerables en la composición de los glucanos de la pared 5 
celular (Backhaus et al., 2011); estas diferencias se basan presumiblemente en diferentes glicosil transferasas en el 
aparato de Golgi, que participan en la maduración de glicoproteínas: Así, las glicoproteínas en S. cerevisiae 
contienen con frecuencia manosa-fosfatos, las glicoproteínas en K. lactis principalmente N-acetilglucosaminas 
terminales (Raschke y Ballou, 1972). Ha de suponerse que estas diferencias entre S. cerevisiae y K. lactis en la 
glicosilación y secreción de proteína así como en la biosíntesis de la pared celular tienen una influencia considerable 10 
sobre la localización intracelular, el plegamiento así como la estabilidad y por lo tanto también sobre la 
inmunogenicidad de proteínas exógenas expresadas de manera heteróloga (Uccelletti et al., 2004). 
 
El documento WO/2010/054649 describe la producción de un sistema recombinante de K. lactis. En los ejemplos de 
aplicación indicados en ese documento se emplearon cepas recombinantes, que se habían derivado de la cepa 15 
VAK367-D4, para la vacunación mucosa u oral contra distintos antígenos. No obstante, una desventaja de la 
vacunación oral/mucosa es que las vacunas tienen que emplearse en grandes cantidades para conseguir una 
inmunización protectora. 
 
Descripción de las figuras  20 
 

La Figura 1 muestra esquemáticamente la producción de la cepa vacunal VAK887, que porta el gen exógeno 
VP2 de IBDV, a través de recombinación homóloga en la cepa de partida VAK367-D4. A través de la 
transformación del plásmido Klp3-MCS (SEQ ID NO: 10), que contenía el gen VP2 de la cepa de IBDV D78, se 
insertó el gen VP2 exógeno a través de recombinación homóloga en el locus LAC4 cromosómico, que se había 25 
destruido mediante inserción del gen URA3. En la recombinación en el genoma del huésped se sustituyó el gen 
URA3 por el gen VP2 y se produjo de nuevo el gen LAC4; cepas de levadura recombinantes pudieron obtenerse 
mediante selección en medio de lactosa sin uracilo. A continuación se controla la expresión de LAC4 (β-
galactosidasa) a través del promotor de KIGAL80, la expresión del gen VP2 a través del promotor de LAC4. 
 30 
La Figura 2A muestra la expresión de VP2 de IBDV mediante la cepa VAK887 en comparación con la cepa 
original (VAK367) y en comparación con células de pollo infectadas con IBDV por medio de análisis de tipo 
Western con un anticuerpo específico de VP2. 
 
La Figura 2B muestra el análisis de expresión de VP2 de IBDV recombinante o VP2-T2S de IBDV mutado en 35 
distintas variantes de K. lactis que expresan VP2. La variante VP2 de K. lactis original (VAK887) expresaba 
solamente cantidades moderadas de proteína viral. La expresión de proteína VP2 pudo aumentarse en la cepa 
de K. lactis VP2-T2S (VAK888), intercambiándose treonina en la posición de aminoácido 2 de la proteína VP2 
por serina. Un aumento adicional pudo conseguirse mediante el aumento de la dosis de gen KIGAL4 (VP2-
T2S_GAL4 = VAK890) o mediante el uso de un gen VP2 sintético optimizado por codón de levadura (oVP2-T2S 40 
= VAK910). 
 
La Figura 3 muestra que la inactivación por calor de las levaduras de acuerdo con la invención a 90° C durante 2 
horas no lleva a una pérdida de la proteína VP2-T2S recombinante (Figura 3A). Se separaron en cada caso 
cantidades de proteína iguales a partir de levadura no inactivada, levadura inactivada y levadura de un gránulo 45 
de pienso en una SDS PAGE y en comparación con lisados celulares de células de ave, que se habían infectado 
con IBDV o no se habían infectado, se sometieron a prueba a una inmunotransferencia de tipo Western con un 
anticuerpo anti-VP2. La Figura 3 muestra además que la cantidad de VP2-T2S en la variante VAK890 asciende 
aproximadamente a 0,7 fg de proteína heteróloga por célula de levadura (Figura 3B). En este caso se tiñeron 
cantidades definidas de VP2-T2S purificado en comparación con VP2 de un número de células definido en el 50 
fermentador de K. lactis extraída (cepa VAK890) en la inmunotransferencia de tipo y el resultado se evaluó por 
densitometría. 
 
La Figura 4 explica la vacunación en ratones con células de levadura completas, inactivadas por calor, aplicadas 
por vía subcutánea, de la variante de K. lactis VAK890 en comparación con la vacunación oral con células de 55 
levadura completas de la variante K. lactis VAK890. La Figura 4A muestra el calendario de inmunización: se 
inmunizó tres veces por vía subcutánea, con respectivamente dos semanas de pausa; en comparación se 
alimentó dos veces durante dos semanas. Dos semanas (flecha) después de la última aplicación de levadura se 
examinaron muestras de suero de los ratones tratados en un ELISA específico de IBDV (Figura 4B) y en un 
ensayo de neutralización de IBDV en cuanto a la presencia de anticuerpos anti-VP2 (Figura 4C). La Figura 4D 60 
resume que ratones, que se trataron con K. lactis que expresaba VP2 (cepa Kl VP2-T2S_GAL4 (VAK890)), 
presentan títulos claramente más altos de anticuerpos/anticuerpos neutralizantes que ratones que se trataron 
con el tipo natural de K. lactis (cepa VAK367). Además se mostró que K. lactis (cepa VAK890) aplicada por vía 
subcutánea presentan títulos claramente más altos de anticuerpos/anticuerpos neutralizantes que ratones que se 
alimentaron con K. lactis (cepa VAK890). Los ratones, que se inmunizaron por vía oral con K. lactis (cepa 890), 65 
mostraron no obstante también un título elevado de anticuerpos/anticuerpos neutralizantes en comparación con 
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ratones que se trataron tipo natural de K. lactis (cepa VAK367). 
 
La Figura 5 muestra la vacunación oral y subcutánea en pollos con células de levadura completas, inactivadas 
por calor de la variante de K. lactis VP2-T2S_GAL4 (VAK890). Para la vacunación oral se empleó o bien un 
calendario corto 1/1/1/1/1 (1 semana de alimentación, 1 semana de pausa, 1 semana de alimentación, etc.) o un 5 
calendario más largo 2/2/2 (Figura 5A). Después de 1 semana o 2 semanas de pausa después de la vacunación 
(Figura 7A), se infectaron todos los animales tratados con IBDV (cepa Edgar) en una concentración de 100 
EID50 por animal (provocación con virus; barras negras). Después de la vacunación oral, en particular después 
del empleo del calendario de tratamiento prolongado, pudieron detectarse en varios animales títulos elevados de 
anticuerpos neutralizantes de virus. La vacunación subcutánea con K. lactis recombinante por el contrario generó 10 
altos títulos de anticuerpos neutralizantes de virus en todos los animales tratados (Figura 5B, C; ELISA 
específica de IBDV, ensayo de neutralización de IBDV). Ninguno de los animales tratados con levadura K. lactis-
levadura recombinante murió tras la infección con IBDV, independientemente de qué calendario de tratamiento 
se empleó. En contraposición a esto, la tasa de mortalidad en el grupo control ascendió al 10-35 % (Figura 5C). 
El análisis de las lesiones en las bolsas de los animales tratados mostró que aproximadamente el 10 % de los 15 
animales tratados por vía oral después de emplear el calendario de tratamiento prolongado, no mostraron signo 
alguno de infección por virus tras la inoculación con IBDV: a este respecto se usó una denominada "puntuación 
de lesiones" – las puntuaciones 1, 2 indican ninguna bolsa o apenas bolsas dañadas; las puntuaciones 3, 4 
indican bolsas dañadas y fuertemente dañadas. En contraposición a esto, todos los animales en los que se 
aplicó por vía subcutánea la cepa de K. lactis recombinante VAK890, mostraron una protección por vacuna 20 
completa contra IBDV (Figura 5C). 
 
La Figura 6 muestra esquemáticamente la estructura del vector Klp3-MCS (SEQ ID NO: 10). 
 

Descripción de la invención:  25 
 
La posibilidad del empleo de levaduras recombinantes para la vacunación subcutánea es conocida por el experto en 
la materia a partir del estado de la técnica: Stubbs et al., (2001) Nat. Med. 7: 625-629; Stubbs y Wilson (2002) Curr. 
Opin. Mol. Ther. 4: 35-40; Wansley et al., (2008) Clin. Cancer Res. 14: 4316-4325; documentos US 5.830.463, 
WO/2006/044923; WO/2007/092792 y WO/2011/032119. En los ejemplos de realización de estas publicaciones se 30 
trabajó no obstante exclusivamente con la levadura Saccharomyces cerevisiae. "Levadura" es un concepto genérico 
para microorganismos eucariotas que crecen de manera unicelular con, en parte, propiedades muy diferentes debido 
a la evolución divergente a lo largo de cientos de millones de años (aproximadamente 100 millones de años para S. 
cerevisiae y K. lactis). En el caso del uso de S. cerevisiae y K. lactis con el fin de la vacunación en eucariotas 
superiores tales como animales o seres humanos, ha de suponerse por lo tanto que una respuesta inmunitaria 35 
desencadenada por S. cerevisiae se diferencia fuertemente de una respuesta inmunitaria desencadenada por K. 
lactis. Esto es válido tanto para la respuesta inmunitaria contra genes exógenos expresados en la levadura como 
para la respuesta inmunitaria contra antígenos propios de levadura. En el caso de inmunizaciones por vía 
subcutánea con células completas de S. cerevisiae, se generó una inducción de células T, es decir una respuesta 
inmunitaria celular. Una respuesta inmunitaria humoral, protectora contra un antígeno con S. cerevisiae 40 
recombinante de manera sencilla (es decir mediante aplicación directa de una cepa que expresa antígeno individual) 
no se probó hasta el momento en el estado de la técnica. 
 
Partiendo de los antecedentes expuestos en lo anterior, se planteó el objetivo de proporcionar un procedimiento con 
el que pueda generarse una respuesta inmunitaria humoral, protectora, contra el antígeno VP2 del virus de la bursitis 45 
infecciosa (IBDV). Otro objetivo consistía en producir una vacuna marcadora de subunidad, con la que es posible 
diferenciar individuos vacunados frente a individuos infectados naturalmente. Otro objetivo consistía en producir una 
vacuna marcadora de subunidad que presenta al mismo tiempo propiedades fuertemente adyuvantes y por lo tanto 
es fuertemente inmunógena. Estos objetivos se consiguieron mediante la provisión de una levadura recombinante de 
la especie Kluyveromyces lactis, que como gen exógeno porta un gen, que codifica para un antígeno VP2 del virus 50 
de la bursitis infecciosa (IBDV), que está integrado en el genoma de la levadura, y que permite la expresión del 
antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV) como proteína exógena, caracterizado por que esta cepa de 
Kluyveromyces lactis se selecciona de: 
 

Kluyveromyces lactis DSM 25405, 55 
Kluyveromyces lactis DSM 25406, y 
Kluyveromyces lactis DSM 25407. 

 
La cepa de partida VAK 367-D4 (DSM 23097) usada para la producción de estas cepas permite la integración 
dirigida del gen para la expresión del antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV) como gen exógeno en el 60 
genoma de levadura. Las levaduras recombinantes, que expresan este gen exógeno, pueden producirse con este 
sistema rápidamente (es decir en el plazo de pocas semanas). Las levaduras pueden proliferar de manera 
económica en el fermentador en grandes cantidades (por ejemplo en el intervalo de kilogramos (kg)). Mediante la 
expresión regulada y fermentación en el procedimiento de lote alimentado (fed-batch) pueden expresarse también 
antígenos citotóxicos en este sistema de levadura. Después de la expresión del gen exógeno, se inactiva por calor la 65 
levadura y puede entonces almacenarse y transportarse como polvo sin refrigerar. El polvo de levadura puede 
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emplearse directamente, es decir sin fraccionamiento adicional, o bien como emulsión o como microgránulo (véanse 
los ejemplos de realización) como vacuna marcadora de subunidad. La formulación de antígeno y el efecto 
adyuvante necesario para la inmunización efectiva, es decir protectora, se garantizan por dos factores: (i) por la 
posibilidad de la modificación por ingeniería genética dirigida de la proteína exógena expresada, (ii) por la expresión 
de la proteína exógena en la levadura y el empleo directo de la levadura en forma oral o subcutánea; la levadura en 5 
sí tiene un fuerte efecto adyuvante. Se prefiere la aplicación subcutánea. Se produjo una cepa de levadura 
recombinante; esta expresa un antígeno de virus específico y puede usarse en el procedimiento de acuerdo con la 
invención para la vacunación por vía subcutánea. Se consiguió una protección preventiva completa contra una 
infección por el virus en cuestión. A este respecto se emplearon solamente pequeñas cantidades de levadura (por 
ejemplo en el intervalo de miligramos (mg) en el empleo por vía subcutánea en aves). Fue necesario solamente un 10 
empleo de 2-3 veces para alcanzar esta protección. El procedimiento de acuerdo con la invención es adecuado tanto 
para el empleo en el ámbito de la medicina humana como en el ámbito de la medicina veterinaria. Se prefiere el 
empleo del procedimiento de acuerdo con la invención en el sector de la medicina veterinaria. 
 
El procedimiento de acuerdo con la invención se lleva a cabo con la levadura Kluyveromyces lactis. 15 
 
La levadura K. lactis pertenece a las levaduras denominadas "food grade" (de grado alimentario), que tienen el 
estado GRAS (GRAS: generally regarded as safe (generalmente considerado como seguro)). Tal como la levadura 
de panificación, que se ha probado y ha dado buen resultado como aditivo alimentario a lo largo de miles de años, 
también la levadura K. lactis frecuentemente presente en la producción de productos lácteos para la industria 20 
alimentaria, es considerada inocua. 
 
Además de la posibilidad explicada en "estado de la técnica" para la fermentación, la levadura K. lactis presenta 
numerosas ventajas con respecto a S. cerevisae en cuanto a la expresión de genes heterólogos. K. lactis pertenece 
a las levaduras denominadas "petite negative", es decir, la pérdida del ADN mitocondrial es letal (debido al colapso 25 
del potencial de membrana mitocondrial (Chen et al., 1995; Clark-Walker, 2007)). La función mitocondrial está 
estrechamente acoplada a la transmisión de señales dependiente d eCa2+, la producción de compuestos de oxígeno 
reactivos, la respuesta al estrés de la célula, la glicosilación de proteína y la integridad de la pared celular. De esta 
manera, la función mitocondrial influye decisivamente en la producción de glicoproteínas recombinantes y en la 
composición de la pared celular. 30 
 
En las levaduras y mamíferos, las primeras etapas de la N-glicosilación de proteínas, que tiene lugar en el retículo 
endoplasmático, son iguales. No obstante, las etapas que tienen lugar en el aparato de Golgi son diferentes una de 
otra. Las glicosiltransferasas presentes en el aparato de Golgi son distintas en las diferentes especies de levadura. 
De esta manera se producen diferencias en la composición de las glicoproteínas en la pared celular. En K. lactis, las 35 
glicoproteínas presentan N-acetilglucosaminas terminales, en contraposición a manosa-fosfato en S. cerevisiae. 
(Raschke y Ballou, 1972). Esto podía tener repercusiones considerables en las vacunaciones sobre la estimulación 
del sistema inmunitario mediante las especies de levadura respectivas. 
 
La secreción mejorada de proteínas recombinantes en mutantes de K. lactis con α1,6-manosil-transferasa 40 
modificada (KlOCH1) aclara la unión entre glicosilación de proteína/secreción y biosíntesis de la pared celular 
(Uccelletti et al., 2004). Las modificaciones en la glicosilación de proteína influyen además en la localización 
intracelular de proteínas recombinantes, que se retienen en la ruta a la secreción debido a un plegamiento erróneo. 
 
K. lactis es una de las pocas especies de levadura que pueden aprovechar lactosa como fuente de carbono y de 45 
energía. La lactosa es un azúcar barato, que se produce como componente del suero de la leche en altas 
cantidades (por ejemplo como subproducto en la industria láctea). K. lactis puede alcanzar con lactosa tasas de 
crecimiento similares que con glucosa. La regulación de los genes que participan en el metabolismo de la lactosa se 
estudió intensamente. El promotor de β-galactosidasa fuerte (LAC4) puede usarse para la regulación de la expresión 
de genes heterólogos y producción de proteínas recombinantes. (van Ooyen et al., 2006, Breunig et al., 2000). 50 
Debido a la represión de glucosa reducida, la expresión heteróloga de genes en cultivos de K. lactis, que se 
cultivaron en medio que contiene glucosa, puede inducirse de manera rápida y eficiente mediante la adición de 
lactosa. 
 
De acuerdo con la invención, a través de procedimientos de ingeniería genética se generaron las cepas de K. lactis 55 
mencionadas en la reivindicación 1, que representan variantes de la cepa VAK367-D4, que permiten la integración 
dirigida de genes exógenos en el locus LAC4 del genoma de levadura (Figura 1) . Esta integración requiere 
solamente una etapa a través de un plásmido construido de manera correspondiente; una selección de cepas 
recombinantes es posible sin el uso genes de resistencia a antibióticos, y la expresión de gen exógeno en las cepas 
recombinantes puede inducirse a través de los promotores LAC4 mediante la adición de lactosa al medio. Células de 60 
K. lactis con genes exógenos integrados pueden generarse y caracterizarse a través de este método en pocas 
semanas. Ambos aspectos de este sistema son de gran importancia: por un lado es de este modo posible el cultivo 
reproducible de células de levadura que contienen en cada caso cantidades definidas de una proteína exógena 
(Figuras 2, 3) . Mediante la integración adicional de genes del transactivador de KlGal4 en el genoma de levadura 
puede aumentarse de manera significativa además la tasa de expresión del gen exógeno (Kuger et al., 1990). 65 
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En otra forma de realización, la invención se refiere a los derivados mencionados en la reivindicación 1 de la cepa de 
K. lactis VAK367-D4 para su uso en un procedimiento para la vacunación subcutánea. Se generó una serie (VAK) de 
variantes recombinantes basadas en la cepa de K. lactis VAK367-D4. En general, estas variantes expresan de 
manera inducible cantidades significativas de una proteína exógena, o dominios de esta proteína exógena, o 
dominios de esta proteína exógena fusionados con dominios de proteína de otra especie. Los dominios de proteína 5 
de otra especie emparentados a este respecto sirven para la estimulación dirigida de la respuesta inmunitaria 
(adyuvante) o de la compartimentación dirigida de la proteína exógena expresada en la célula de levadura. Además 
de los efectos adyuvantes, la compartimentación de la proteína exógena expresada es importante para la 
optimización de la expresión o la formulación del producto de expresión. 
 10 
En otra forma de realización, el procedimiento de acuerdo con la invención se lleva a cabo con derivados de 
VAK367-D4 para su uso como vacuna marcadora de subunidad. El uso de K. lactis recombinantes, que expresan 
solamente antígenos de proteína definidos (proteínas exógenas), como vacuna permite en un diagnóstico diferencial 
la discriminación de individuos vacunados con respecto a individuos infectados naturalmente. Una de estas cepas de 
K. lactis recombinantes (véanse los ejemplos de realización) se empleó con éxito para la vacunación por vía oral y 15 
por vía subcutánea. En el caso del empleo por vía subcutánea se obtuvo una protección completa de los individuos 
que se van a vacunar. 
 
Como "proteína exógena" en el sentido de esta invención quiere decirse el antígeno VP2 del virus de la bursitis 
infecciosa (IBDV), que es adecuado para generar una respuesta inmunitaria protectora, preferentemente una 20 
respuesta inmunitaria humoral protectora, en los seres humanos o en un animal contra un patógeno. En la forma de 
realización más preferida de la invención, las proteínas exógenas proceden de representantes de la familia 
Birnaviridae, tal como por ejemplo el virus IBD, y pueden inducir una respuesta inmunitaria protectora, 
preferentemente una respuesta inmunitaria humoral protectora. 
 25 
En un ejemplo se generó una variante VP2 de K. lactis VAK367-D4 (VAK887), que como proteína exógena expresa 
el antígeno VP2 que forma la cápside del virus de la bursitis infecciosa (IBDV cepa D78) (SEQ ID NO: 1 y 2) . Se 
prefiere especialmente una variante VP2-T2S de K. lactis VAK367-D4 (VAK888), en la que la proteína VP2 había 
mutado en la posición de aminoácido 2 (intercambio de treonina por serina; Jagadish et al. (1991)) y que presenta la 
secuencia de nucleótidos o aminoácidos de acuerdo con SEQ ID NO: 3 y 4 . 30 
 
En una forma de realización especialmente preferida de la invención se generó una variante de K. lactis VAK367-D4 
optimizada, VP2T2S_GAL4, en la que la proteína VP2 había mutado en la posición de aminoácido 2 (SEQ ID NO: 3 
y 4) y que contenía adicionalmente al menos dos genes KIGAL4 (VAK890). Se prefiere especialmente una variante 
de K. lactis VAK367- D4, oVP2-T2S, en la que el antígeno VP2 mutado se codifica mediante la secuencia de ácido 35 
nucleico optimizada por codón de levadura con la SEQ ID NO: 5 o en la que el antígeno VP2 mutado expresado de 
manera recombinante presenta la secuencia de aminoácidos de acuerdo con SEQ ID NO: 6. La variante (VAK890) 
de K. lactis VP2-T2S_ GAL4 optimizada presenta las siguientes ventajas: 
 
- Mediante la mutación se estabilizó la proteína exógena adicionalmente. 40 
- Mediante la sobreexpresión del transactivador y/o mediante optimización por codón de la secuencia pudo 

conseguirse un aumento claro de la expresión de VP2 (Figura 2). 
- La integración de genes KIGAL4 adicionales estaba correlacionada también con una tasa de crecimiento más 

alta de esta variante de K. lactis. 
- Esta variante de K. lactis presenta una reproducibilidad especialmente alta en la fermentación de alta densidad 45 

celular y la cantidad de proteína VP2 expresada (Figura 3).  
 
La variante de K. lactis VP2-T2S_GAL4 generada de acuerdo con la invención, que como proteína exógena expresa 
de manera recombinante el antígeno VP2 mutado del IBDV así como contiene copias adicionales del gen 
transactivador KIGAL4 (VAK890), se depositó el 29 de noviembre de 2011 en la Colección Alemana de 50 
Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH, DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, de 
acuerdo con el tratado de Budapest bajo el número DSM 25405. 
 
La variante de K. lactis oVP2-T2S generada de acuerdo con la invención, que como proteína exógena expresa de 
manera recombinante el antígeno VP2 mutado y optimizado por codón del IBDV (VAK910), se depositó el 29 de 55 
noviembre de 2011 en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH, DSMZ, 
Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, de acuerdo con el tratado de Budapest bajo el número DSM 
25406. La variante de K. lactis oVP2-T2S generada de acuerdo con la invención, que como proteína exógena 
expresa de manera recombinante el antígeno VP2 mutado y optimizado por codón del IBDV así como contiene 
copias adicionales del gen transactivador KIGAL4 (VAK911), se depositó el 29 de noviembre de 2011 en la 60 
Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH, DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 
Braunschweig, Alemania, de acuerdo con el tratado de Budapest bajo el número DSM 25407. 
 
Otra forma de realización se refiere al uso de las levaduras recombinantes de acuerdo con la invención en un 
procedimiento para la generación de una inmunización protectora, en particular de una inmunización humoral 65 
protectora. Un procedimiento de este tipo comprende las siguientes etapas: 
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a) cultivo y proliferación de las levaduras recombinantes de acuerdo con la invención, 
b) recolección e inactivación de las levaduras, 
c) aplicación de las levaduras recombinantes de acuerdo con un calendario de inmunización que ha de 
establecerse, 
d) determinación del título de los anticuerpos formados y/o 5 
e) detección de la inmunización. 

 
El cultivo y proliferación de las levaduras recombinantes de acuerdo con la invención puede tener lugar con 
cualquier método disponible convencionalmente. Se prefieren especialmente a este respecto procedimientos que 
llevan de manera económica a rendimientos celulares elevados. Entre estos figuran procedimientos de fermentación, 10 
en particular procedimientos de la fermentación de alta densidad celular. Ha resultado especialmente ventajosa la 
realización de la fermentación empleando un protocolo de fermentación de lote alimentado (fed-batch). 
 
En una forma de realización preferida, la inmunización humoral protectora se consigue por que las levaduras 
recombinantes se aplican por vía oral/mucosa o por vía subcutánea. En una forma de realización especialmente 15 
preferida de la invención, las levaduras recombinantes se aplican por vía subcutánea. En el procedimiento de 
acuerdo con la invención se prefiere en particular el uso de las cepas de K. lactis mencionadas en la reivindicación 1 
para la aplicación por vía subcutánea. 
 
Las células de levadura recombinantes se emplearán inactivadas/muertas en el procedimiento de acuerdo con la 20 
invención. Para ello se secan las levaduras después del cultivo y expresión de los genes exógenos y a continuación 
se inactivan. La inactivación puede llevarse a cabo con cualquier procedimiento disponible convencionalmente. 
Especialmente adecuada para su empleo en el procedimiento de acuerdo con la invención es la inactivación por 
calor (por ejemplo inactivación por calor durante 2 horas a 90 °C). 
 25 
Para la vacunación por vía oral/mucosa puede emplearse por ejemplo un calendario de inmunización corto 1/1/1/1 (1 
semana de alimentación, 1 semana de pausa, 1 semana de alimentación, etc.) o un calendario más largo 2/2/2 (2 
semanas de alimentación, 2 semanas de pausa, 2 semanas de alimentación, etc.). Para la vacunación subcutánea 
puede usarse por ejemplo un empleo doble o triple con una separación, respectivamente, de dos semanas (Figuras 
4 y 5) 30 
 
Para la detección de la inmunización que ha tenido lugar se encuentran disponibles todos los métodos 
convencionales. En una forma de realización de la invención, para la detección de la inmunización se somete a 
prueba el título de anticuerpos neutralizantes de virus. Para ello pueden llevarse a cabo por ejemplo pruebas de 
ELISA específicas o ensayos de neutralización. En el ensayo de neutralización se mezcla un número definido de 35 
virus IBD con una cantidad definida de suero de un animal inmunizado o de un animal control. A continuación se 
somete a prueba para detectar una inhibición de la infección (neutralización) por los virus tratados de esta manera 
en el cultivo celular. Si una inmunización había sido satisfactoria, también en un experimento de "provocación", por 
ejemplo en un experimento de "provocación con virus". Para ello se administra a los animales tratados una dosis de 
un microorganismo patógeno o virus que llevaría normalmente en animales no inmunizados a la enfermedad. Si 40 
después de una provocación de este tipo no tiene lugar enfermedad alguna en los animales, se ha aducido la 
detección para la inmunización satisfactoria (Figura 5) . Por último puede aducirse la detección de la inmunización 
también mediante inmunohistoquímica. A este respecto, después de la provocación se examinan los órganos 
objetivo del patógeno para detectar infección o lesión (Figura 5).  
 45 
De acuerdo con la invención se mostró que variantes de K. lactis recombinantes, que se derivaron en cada caso de 
VAK367-D4, podían emplearse satisfactoriamente para la vacunación mediante aplicación subcutánea. La variante 
de cepa VAK890 expuesta en los ejemplos de realización expresa el antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa 
(IBDV; cepa D78). En el caso de VP2 del IBDV se trata de una proteína formadora de la cápside viral. Para VP2 es 
conocido que el desencadenamiento de una respuesta inmunitaria humoral contra este antígeno es suficiente para 50 
proteger a un organismo infectado preventivamente frente a una infección posterior por el virus es cuestión (IBDV). 
El desencadenamiento de una respuesta inmunitaria humoral efectiva podía indicarse por un lado a través de la 
cuantificación de anticuerpos neutralizadores de virus. Por otro lado, la detección de una respuesta inmunitaria 
protectora se realizó a través de un "experimento de provocación con virus" y una inmunohistoquímica después de la 
provocación con virus. De acuerdo con la invención pudo establecerse de este modo K. lactis recombinante, o K. 55 
lactis recombinante, partiendo de la cepa VAK367-D4, en aplicaciones por vía subcutánea como efectivamente 
eficaz, es decir vacuna protectora hasta el 90-100 % (90-100 % corresponde al "patrón oro" en la vacunación) 
(Figuras 4 y 5) . La K. lactis recombinante, o K. lactis recombinante, partiendo de la cepa VAK367-D4, se estableció 
por lo tanto como vacuna marcadora "de subunidad" contra agentes infecciosos, tales como por ejemplo virus. Es 
decir, como antígeno se usó una subunidad de proteína inmunógena, individual, de un virus. El uso como vacuna 60 
marcadora "de subunidad" implica que su uso permite la diferenciación de organismos infectados vacunados de los 
no vacunados. Esto es posible ejemplo a través del uso de un método de diagnóstico diferencial que detecta tanto 
anticuerpos contra el antígeno usado para la vacunación, como anticuerpos contra otro antígeno del agente 
infeccioso. Mediante la inmunización con la cepa de K. lactis recombinante VAK890, partiendo de la cepa VAK367-
D4, pudieron generarse altos títulos de anticuerpo contra el antígeno de virus correspondiente. Para estos 65 
anticuerpos pudo mostrarse que son neutralizantes de virus. Ya a través de esta propiedad y el elevado título 
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medido, puede derivarse empíricamente que esta respuesta inmunitaria humoral es suficiente para proteger a un 
organismo frente a una infección posterior con el virus en cuestión. La prueba final pudo aducirse para el IBDV. El 
elevado título de anticuerpos neutralizantes de virus generados estaba correlacionado en el modelo de pollo con una 
protección completa de los animales vacunados contra una infección por virus posterior (Figura 5). 
 5 
El uso de las cepas de K. lactis reivindicadas en la reivindicación 1, que representan las variantes modificadas por 
ingeniería genética de la cepa VAK367-D4, tal como por ejemplo K. lactis VP2-T2S_GAL4 (VAK890), tiene las 
siguientes ventajas esenciales con respecto a los procedimientos convencionales: 
 

1. Para el uso para la expresión de gen exógeno, K. lactis tiene ventajas fundamentales, esenciales, con 10 
respecto a S. cerevisiae, que están fundamentadas en la fisiología de K. lactis divergente a lo largo de millones 
de años de S. cerevisae. 
2. La expresión del gen exógeno no tiene lugar a través de vectores de plásmido, tal como se describe en el 
documento WO 90/15140, sino después de integración dirigida y estable del gen exógeno en un locus definido 
del genoma de K. lactis. Esto permite una alta reproducibilidad de la expresión de proteína en condiciones no 15 
selectivas. Este aspecto es esencial para la generación reproducible de la vacuna mediante cultivo de la cepa de 
levadura en el fermentador. El principio de la cepa VAK367-D4 y derivados de la misma se ha descrito ya para 
una vacunación oral (documento WO 20101054649 A2). En la presente invención se muestra ahora que la cepa 
VAK367-D4 y sus derivados, en particular K. lactis VP2-T2S_GAL4, en el caso de vacunación por vía 
subcutánea con el uso de cantidades de levadura esencialmente menores lleva a la protección efectiva en 20 
infecciones por virus. 
3. La expresión génica es inducible y puede aumentarse adicionalmente a través del aumento de la 
concentración del activador de la transcripción Gal4 y/o mediante optimización por codón de la secuencia de 
nucleótidos del gen exógeno adaptándose al huésped de levadura. El establecimiento de un protocolo de 
fermentación de lote alimentado permite la producción eficiente también de antígenos citotóxicos. 25 
4. La integración del gen exógeno en VAK367-D4 y derivados de la misma es un "procedimiento de una etapa". 
Es decir, en aproximadamente 3 semanas pueden generarse nuevas cepas recombinantes; esto es 
especialmente importante para el rápido desarrollo de vacunas eficientes contra variantes de virus modificadas. 
5. Mediante la administración por vía subcutánea de levadura recombinante del tipo K. lactis, en especial 
levadura recombinante de la cepa VAK367-D4 y derivados de la misma, pudo generarse tanto en el ratón, como 30 
en el pollo, una respuesta inmunitaria protectora. El procedimiento es fácilmente concebible: una cantidad 
definida de células de levadura inactivadas (muertas por calor) se inyectan bajo la piel al individuo que va a 
vacunarse en un procedimiento de 2-3 veces. Dos semanas después del último empleo se examina el suero del 
individuo que va a vacunarse para determinar la presencia y funcionalidad de anticuerpos específicos de 
antígeno. Mediante pruebas de neutralización por virus pudo detectarse que esta respuesta inmunitaria se 35 
basaba principalmente, si no exclusivamente, en la generación de anticuerpos neutralizantes (respuesta 
inmunitaria humoral protectora). Con ello, la respuesta inmunitaria inducible por K. lactis en la aplicación por vía 
subcutánea se diferencia fundamentalmente de la respuesta inmunitaria inducible por S. cerevisiae, que induce 
principalmente una respuesta de células T. Las posibilidades de una aplicación por vía subcutánea de K. lactis 
son por lo tanto fundamentalmente distintas de las posibilidades de una aplicación por vía subcutánea de S. 40 
cerevisiae: mientras que K. lactis como vacuna de subunidad puede emplearse en antígenos que pueden 
generar una respuesta inmunitaria humoral protectora (por ejemplo antígenos virales tales como el antígeno VP2 
del virus de la bursitis infecciosa, IBDV o antígeno de hemaglutinina HA del virus de la gripe), de este modo S. 
cerevisiae puede emplearse como vacuna de subunidad en antígenos que pueden generar una respuesta 
inmunitaria celular protectora (tal como por ejemplo en la proteína NS3 del virus de la hepatitis C o antígenos 45 
tumorales tales como el Her-2). Estas diferencias en la forma de la respuesta inmunitaria inducible pueden 
atribuirse supuestamente a las propiedades fuertemente diferentes de las células de S. cervisiae y K. lactis, que 
se exponen anteriormente. 

 
En resumen, la presente invención contribuye extensamente al estado de la técnica y proporciona numerosas 50 
formas de realización ventajosas con respecto al estado de la técnica: 
 
• Los inventores han conseguido producir vacunas marcadoras de subunidad con las que es posible diferenciar 

individuos vacunados frente a individuos infectados naturalmente. 
• Además pueden producirse vacunas marcadoras de subunidad que presentan al mismo tiempo propiedades 55 

fuertemente adyuvantes y por lo tanto son fuertemente inmunógenas. 
• Las vacunas marcadoras de subunidad de acuerdo con la invención pueden emplearse varias veces. 
• Las vacunas marcadoras de subunidad de acuerdo con la invención generan una respuesta inmunitaria 

protectora sistémica y memoria inmunológica en el individuo que se va a vacunar. 
• Con la presente invención es también posible producir vacunas contra antígenos citotóxicos. 60 
• El procedimiento de acuerdo con la invención permite la generación más rápido posible de nuevas variantes de 

vacuna. 
• Los procedimientos de vacunación son en particular muy económicos. 
• Para la producción de las vacunas de acuerdo con la invención no son necesarios animales de ensayo o el uso 

de células animales o humanas en cultivo. 65 
• Las vacunas de acuerdo con la invención no son sensibles a la temperatura, pueden transportarse y 
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almacenarse sin refrigeración. 
• En el procedimiento de acuerdo con la invención no se usan células u organismos recombinantes vivos. 
• Con el procedimiento de acuerdo con la invención es posible tanto limitar las cantidades de vacuna usada como 

el número de aplicaciones que son necesarias para conseguir una inmunización protectora, a un nivel mínimo. 
 5 
Ejemplos de realización  
 

1. Generación de la cepa de K. lactis VAK367-D4 (metA ura3-5 lac4::ScURA3). 
La cepa de partida VAK367 para la expresión heteróloga de proteínas exógenas tiene las siguientes 
propiedades: permite el cultivo hasta elevadas densidades celulares, sin que a este respecto se liberen de 10 
manera detectable proteínas intracelulares. A este respecto esta cepa se diferencia de muchas cepas de K. lactis 
estrechamente relacionadas. La cepa VAK367 se derivó mediante dos rondas de mutagénesis de la cepa CBS 
2359 (Centraalbureau voor Schimmelcultures http://www.fungalbiodiversitycentre.com) y es auxótrofa para el 
aminoácido metionina y la nucleobase uracilo. De la cepa VAK367 se derivó con métodos de ingeniería genética 
de la cepa VAK367-D4 (depositada el 18/11/2009 en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos 15 
Celulares GmbH (DSMZ) en Braunschweig con el número de registro DSM 23097), en la que con ayuda del 
plásmido pD4-2 se sustituyó la secuencia de +358 a +1181 del gen LAC4 por el gen ScURA3. La cepa VAK367-
D4 permite ahora la integración de genes exógenos en el locus LAC4 sin marcadores adicionales, 
seleccionándose en cuanto al crecimiento de lactosa. A este respecto, en el caso del uso de un vector de 
integración adecuado, tal como por ejemplo Klp3-MCS (Figura 6) se sustituye mediante recombinación 20 
homóloga el casete de disrupción de modo que con la pérdida del marcador de ScURA3 se reconstituye un gen 
LAC4 intacto. (Figura 1) 
 
2. Generación de un vector de integración que permite la expresión inducible de genes exógenos. 
Vector: Klp3 25 
Vector: Klp3-MCS (SEQ ID NO: 10) 
En el caso del vector Klp3-MCS (SEQ ID NO: 10) (Figura 6) se trata de un vector de E. coli, a base de YRp7, 
que no puede replicarse de manera autónoma en levaduras, dado que se delecionó la secuencia de ARS1. Klp3-
MCS (SEQ ID NO: 10) contiene el promotor de K.lactis LAC4 y secuencias que permiten la integración en el 
locus de LAC4 mediante recombinación homóloga. 30 
Entre el promotor de LAC4 y el inicio de la transcripción se insertó una sección de ADN que contiene el 
terminador de TEF1 y el promotor de KIGAL80. De esta manera puede expresarse el marco de lectura de LAC4 
después de la reconstitución a través de recombinación homóloga bajo el control del promotor de KIGAL80. El 
promotor de KIGAL80 se corregula a través del factor de transcripción KlGal4 con el promotor de LAC4 (Zenke et 
al. 1993). Esta construcción permite seguir, a través de la medición de la β-galactosidasa codificada por LAC4, la 35 
inducción de la expresión de gen exógeno. Klp3- MCS (SEQ ID NO: 10) permite la inserción del gen exógeno 
entre el promotor de LAC4 y el terminador de TEF1 a través de los sitios de corte únicos en el sitio de clonación 
múltiple (multiple cloning site) (MCS) (Figura 6). Para la integración se digiere el plásmido resultante con 
enzimas de restricción adecuadas de modo que el casete de expresión se separa de las secuencias de vector de 
E. coli. Después de la transformación en K. lactis VAK367-D4 se integra de manera cromosómica el casete de 40 
expresión; las cepas resultantes no contienen secuencias bacterianas. 
 
3. Variante de K. lactis que expresa el antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV Variante D78). 
Producción de la cepa de levadura recombinante 
El ADNc, que codifica para IBDV D78 VP2, se amplificó a partir del plásmido pD78A (Icard et al., 2008) con 45 
ayuda de los siguientes oligonucleótidos: 
 

IBDV_AscI_fwd (5’-GGCGCGCCGATGACAAACCTGCAAGATC-3’) (SEQ ID NO: 7), que contiene un sitio de 
corte de restricción AscI, y 
VP2_NotI_rev (5’-ATAAGAATGCGGCCGCTCACACAGCTATCCTCCTTATG-3’) (SEQ ID NO: 8) que 50 
contiene un sitio de corte de restricción NotI. 
 

Para la generación de VP2-T2S se usó el siguiente par de oligonucleótidos: 
IBDV_S:T_AscI_fwd (5’-GGCGCGCCGATGTCTAACCTGCAAGATCAAACCCA-3’) (SEQ ID NO: 9), y 
VP2_NotI_rev (véase anteriormente). 55 

 
Los fragmentos de ADN amplificados de este modo se clonaron después del examen y comprobación de las 
secuencias de nucleótidos a través de los sitios de corte AscI y NotI en el vector Klp3-MCS (SEQ ID NO: 10) (Figura 
6). Después tuvo lugar la integración en el genoma (Figura 1).  En detalle, el plásmido de integración se digirió con la 
enzima de restricción EcoRI y los fragmentos digeridos se transformaron en células VAK367-D4 competentes. Las 60 
células transformadas se sembraron en placa sobre medio YEPD y se incubaron durante la noche a 30 °C. Para 
encontrar colonias positivas se duplicó la placa de transformación sobre medio SM que contenía lactosa como 
fuente de carbono, y se incubó durante 2 días a 30 °C. Los clones positivos identificados en este procedimiento se 
examinaron adicionalmente. 
 65 
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La integración genómica de copias génicas de KIGAL4 adicionales se llevó a cabo después de un método 
convencional (Kuger et al. (1990). La optimización por codón siguió a un algoritmo de Saccharomyces cerevisiae 
(mr.gene. com, Raab et al., 2010). Los fragmentos de ADN optimizados por codón se sintetizaron directamente. En 
la síntesis se incorporaron ya los sitios de corte de restricción 5’ AscI y 3’ NotI (mr.gene.com, Regensburg, 
Alemania). A continuación tuvo lugar la clonación en el vector Klp3-MCS (SEQ ID NO: 10). 5 
 
Análisis de inmunotransferencia de tipo Western. 
 
Los sedimentos celulares se resuspendieron en tampón B60 (HEPES 50 mM-KOH pH 7,3; acetato de potasio 60 
mM; acetato de magnesio 5 mM; Triton al 0,1 % X100; glicerol al 10 %; fluoruro de sodio 1 mM; fosfato de glicerol 20 10 
mM; MgCl2 10 mM; DTT 1 mM; inhibidor completo de proteasa (Roche)) y se solubilizaron mediante mezclado 
enérgico con perlas de vidrio. El extracto se centrifugó (14000 rpm, 20 min a 4 °C) y se determinó la concentración 
de proteína. 40 µg del extracto de proteína se separaron por medio de SDS-PAGE en un gel al 12 %. Después se 
transfirieron las proteínas a una membrana. Los análisis de inmunotransferencia de tipo Western se llevaron a cabo 
con un antisuero de α-IBDV de conejos (1:15.000; Granzow et al., 1997) y un anticuerpo de cabra-α-conejo acoplado 15 
con HRP (1:3000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) con el uso de métodos convencionales. 
 
Análisis de transferencia de tipo Northern. 
 
Para la extracción completa del ARN se enfriaron sobre hielo 5 ml de un cultivo de levadura. La lisis celular se llevó 20 
a cabo en tampón Prot K (Tris 100 mM/HCl pH 7,9, NaCl 150 mM, EDTA 25 mM, SDS al 1 %) y 50 mg de proteinasa 
K (Fermentas) con fuerte agitación con perlas de vidrio. Las muestras se incubaron durante 1 h a 35 °C y se extrajo 
el ARN, se precipitó con etanol y se resuspendió en agua DEPC. El análisis de tipo Northern se llevó a cabo tal 
como se describió en Engler-Blum et al., 1993, no obstante con algunas desviaciones. Se separaron 5 µg del ARN 
total sobre un gel de formaldehído-agarosa al 1 % y se transfirió a una membrana de nailon (Amersham HybondTM-25 
N+, GE Healthcare). La membrana se incubó a 68 °C con una sonda de ARN marcada con DIG, que se produjo 
mediante una transcripción in vitro de fragmentos de PCR en presencia de DIG-NTP (Roche). La transferencia se 
trató con una solución de bloqueo y se incubó con un anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa alcalina (Roche). 
La determinación de la actividad de las fosfatasas alcalinas se llevó a cabo por medio de métodos convencionales. 
 30 
Cuantificación de VP2 expresada de manera heteróloga. 
 
Se usó un protocolo modificado según Saugar et al., 2005. Se cultivaron durante la noche 2000 UDO de un cultivo 
de levadura, que se había transformado con un plásmido de VP2 episomal (pADH1-P VP2-T2S), en un medio 
selectivo (YNB al 0,67 %, glucosa al 2 % y los siguientes aditivos: Ade 11 mg/l; Tyr 14 mg/l; respectivamente 38 mg/l 35 
de His, Trp, Arg, Met; 48 mg/l de Phe; respectivamente 58 mg/l de Leu, Iie, Lys, Val, Thr). Después de la recolección 
y el lavado con agua destilada se solubilizaron las células con perlas de vidrio en tampón de lisis (Tris 10 mM (pH 
8,0), NaCl 150 mM, CaCl2 20 mM, EDTA 1 mM, inhibidor completo de proteasa (Roche), pH 8,0). El extracto de 
proteína resultante se centrifugó (10,000 g durante 1 h a 4 °C) y la fracción soluble se estratificó sobre una 
almohadilla de sacarosa al 20 % (p/v) en tampón de sacarosa (Tris 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, CaCl2 20 mM; 40 
contenía inhibidor completo de proteasa (Roche)). Después de la centrifugación a 170.000 g durante 3 h a 4 °C se 
disolvió el sedimento en 200 µl de tampón de sacarosa y se centrifugó durante 17 h más a 114.000 g en un 
gradiente de sacarosa del 20 a 53 % en tampón de sacarosa. El gradiente se recogió en fracciones de 700 µl y se 
analizó por medio de SDS-PAGE y se analizó por inmunotransferencia de tipo Western. Los complejos de proteína 
oligoméricos del VP2 expresado de manera heteróloga pudieron concentrarse y purificarse de esta manera. La 45 
proteína pudo detectarse y la cantidad de proteína pudo determinarse por medio de SDS PAGE y tinción con 
Coomassie en comparación con una proteína convencional (no mostrada). El VP2 así purificado se empleó entonces 
como patrón en una inmunotransferencia de tipo Western comparativa con anticuerpos anti-VP2. Se comparó la 
cantidad de VP2 de un número definido de células de levadura de distintas fermentaciones (Figura 3). 
 50 
Fermentación de levadura e inactivación por calor. 
 
Todas las fermentaciones experimentales se llevaron a cabo en un sistema de biorreactor paralelo DasGip (DasGip 
AG, Jülich, Alemania) con cuatro fermentadores de 2 l totalmente equipados. Las fermentaciones en la escala de 
producción se llevaron a cabo por la empresa Organobalance GmbH (Berlín, Alemania) o en el laboratorio propio en 55 
un biorreactor Biostat ED (B. Braun Biotech, Melsungen, Alemania) con un volumen de trabajo de 10 I. Todos los 
procesos de producción se llevaron a cabo en el procedimiento de lote alimentado. Se usó un medio de cultivo 
complejo con extracto de levadura al 2 % y peptona al 1 % y una solución alimentada con lactosa al 20 %. La 
temperatura del cultivo de levadura se mantuvo a 30 °C y la pO2 se controló al 30 % de saturación. El valor de pH se 
mantuvo durante la fermentación a 5,0 mediante adición de NaOH 2 M o H3PO4 2 M. 60 
 
Para los experimentos in vivo en ratones y pollos se liofilizaron las levaduras y después se inactivaron por calor 
durante 2 h a 90 °C. Después del uso de este procedimiento, eran viables menos de 10 células por gramo de peso 
seco celular. 
 65 
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4. Aplicación subcutánea en ratones 
 
Para la aplicación subcutánea de una variante de K. lactis, que expresa el antígeno VP2 del virus de la bursitis 
infecciosa (IBDV Variante D78) (VAK890), en ratones se mezcló la levadura secada y pulverizada para la primera 
aplicación con adyuvante de Freund completo (CFA); en las otras aplicaciones se mezcló la levadura con adyuvante 5 
de Freund incompleto (IFA) (100 µg de material de levadura por 200 µl de CFA o IFA). Se inyectaron 200 µl de las 
emulsiones (con 100 µg de levadura contenida) por inmunización/refuerzo por individuo. Con ello la cantidad de VP2 
administrada por inmunización subcutánea en un individuo de ratón correspondía a aproximadamente 18 ng (Figura 
3) Después de la inyección inicial (día 0) se “reforzó” dos veces en intervalos de dos semanas (en el día 14 y 28; 
Figura 4 ). Después de dos semanas más se sacrificaron los animales para la obtención del suero sanguíneo 10 
mediante anestesia. 
 
5. Aplicación subcutánea en pollos 
 
Para la aplicación subcutánea en pollos se disolvieron 5 mg de la variante de K. lactis secada y pulverizada, que 15 
expresa el antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV variante D78) (VAK890), en 750 µl de tampón 
fosfato/solución salina (PBS) así como 500 µl de agua destilada estéril y se produjo una emulsión con 1,25 ml de 
IFA. Se inyectaron 500 µl de esta emulsión (con 1 mg de levadura contenida) se inyectaron en el día 0, 14 así como 
el día 28 (Figura 5).  Con ello, la cantidad de VP2 administrada por inmunización subcutánea de un individuo de pollo 
correspondía aproximadamente a 180 ng (Figuras 3, 4 ). 20 
 
6. “Provocación” con virus 
 
Después de la vacunación (Figura 5) se infectaron individuos que van a vacunarse de pollo en el día 42 a través de 
la vía oral con 100 EID50 de la cepa de IBDV "Edgar" y después de seis días se determinó la tasa de mortalidad. 25 
Después del posterior sacrificio de los animales con anestesia se obtuvieron los sueros y se extrajeron las bolsas de 
los animales. Estas se fijaron en primer lugar durante 24 horas en formalina tamponada a neutro al 10 % y a 
continuación se incrustó en parafina. 
 
7. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). 30 
 
Los títulos de anticuerpos específicos de IBDV en los sueros de los individuos que van a vacunarse se determinaron 
a través de una prueba de ELISA comercial, kit IDEXX FlockChek® IBD ELISA (IDEXX Laboratories, Inc.). En el 
caso de los sueros de individuos que van a vacunarse de ratón se usó un anticuerpo secundario diferente del 
fabricante (Sigma Aldrich). 35 
 
8. Ensayo de neutralización. 
 
El ensayo de neutralización para la determinación de la concentración de anticuerpos neutralizantes de virus se llevó 
a cabo según el protocolo de Schröder et al., 2000. 40 
 
9. Inmunohistoquímica. 
 
De las bolsas incrustadas en parafina se produjeron cortes de órganos de 4 micrómetros de espesor. Después de la 
retirada de la parafina se tiñeron estas según procedimientos convencionales con hematoxilina y eosina. Las 45 
muestras se examinaron al microscopio y se determinó la denominada "puntación de lesiones" en una escala de 1-4 
(1 = normal hasta el 10 % de atrofia folicular; 2 = 10-30 % de atrofia folicular; 3 = 30-70 % de atrofia folicular; 4 = > 
70 % de atrofia). 
 
Resultados 50 
 
Producción y optimización de la cepa de K. lactis que expresa IBDV VP2 
 
Se produjeron distintas variantes de K. lactis con gen IBDV VP2 integrado. Para los experimentos de vacunación se 
usó una variante optimizada, en la que la proteína VP2 había mutado en la posición de aminoácido 2 (intercambio de 55 
treonina por serina; Jagadish et al. (1991)), y que contenía una integración en tándem adicional de al menos dos 
genes KIGAL4 (variante VP2-T2S_GAL4; cepa VAK890). Mediante la mutación se estabilizó la proteína exógena 
adicionalmente; mediante la sobreexpresión del transactivador pudo conseguirse un claro aumento de la expresión 
de VP2 (Figura 2). La integración de genes KIGAL4 adicionales estaba correlacionada también con una tasa de 
crecimiento más alta de esta variante de K. lactis. Las condiciones de crecimiento para la cepa VAK890 de K. lactis 60 
que expresa VP2 en cuestión se optimizaron de modo que la levadura pudo fermentar en altas densidades y con 
cantidad reproducible de VP2 expresada. Después de la producción se liofilizó la levadura y se inactivó a 90 °C 
durante 2 horas. Se realizó la detección de la inactivación: por g de material de levadura inactivado permanecieron 
menos de 10 células de levadura vivas. Se determinó la cantidad de VP2 por célula de levadura: esta ascendió con 
la cepa VAK890 aproximadamente a 0.7 fg de proteína VP2 heteróloga por célula de levadura (Figura 3) 65 
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Aplicación subcutánea en ratones y pollos 
 
Las inmunizaciones se llevaron a cabo tal como se describe anteriormente; dos semanas después de la última 
aplicación se examinaron los sueros de los individuos que van a vacunarse tratados para determinar la presencia de 
anticuerpos neutralizantes. Para ello se usó un ELISA específico de IBDV y se llevó a cabo un ensayo de 5 
neutralización de IBDV (Figuras 4 y 5).  Con los pollos vacunados se llevó a cabo además un experimento de 
"provocación con virus". Para ello se suministró a los animales una dosis de virus de 100 EID50 por animal de la 
cepa "Edgar" de IBDV fuertemente virulenta, una concentración que en el ave no vacunado lleva a una bursitis 
significativa con una tasa de mortalidad de aproximadamente el 10-35 % (Figura 5D) . A continuación del 
experimento de "provocación con virus" se examinaron las bolsas de los individuos que van a vacunarse a través de 10 
inmunohistoquímica para determinar signos de infección y lesiones en las bolsas y se caracterizaron mediante la 
denominada "puntuación de lesiones" (Figura 5) . Tanto los experimentos con ratones, como los experimentos con 
pollos mostraron que mediante la aplicación subcutánea de la cepa VAK890 de K. lactis podían generarse títulos 
elevados de anticuerpos neutralizantes de virus en prácticamente todos los animales tratados (Figuras 4B, 4C; 
Figuras 5B, 5C).  Asimismo pudo mostrarse que prácticamente todos sujetos de prueba vacunados estaban 15 
protegidos contra provocación por virus y no presentaba prácticamente ningún signo de una infección por virus en 
sus bolsas (Figura 5).  Todos los animales inoculados por vía subcutánea con la cepa VAK890 de K. lactis 
mostraban por lo tanto una respuesta inmunitaria humoral significativa contra VP2. Esta respuesta inmunitaria podía 
observarse ya después de un único refuerzo, de lo que pudo concluirse son ya suficientes dos inyecciones, que 
pueden llevarse a cabo además con adyuvante de Freund incompleto (inmunización y un refuerzo), para producir 20 
una protección. Además, todos los sujetos de pollo, que se habían inoculado con la cepa VAK890 de K. lactis, 
estaban protegidos contra una infección por virus posterior (Figura 5). 
 
Abreviaturas  
 25 
ARS1 secuencia de replicación autónoma; secuencia de nucleótidos en el ADN en el que se introduce la 

replicación 
Asc I endonucleasa de restricción Asc I 
CFA adyuvante de Freund completo 
ADN ácido desoxirribonucleico 30 
DEPC pirocarbonato de dietilo 
DIG-NTP digoxigenina-nucleótido trifosfato 
DSMZ Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH 
DTT ditiotreitol 
E. coli Escherichia coli 35 
EcoRI endonucleasa de restricción EcoR I 
EDTA ácido etilendiaminotetraacético 
EID50 dosis infecciosa de huevo o embrión – número de virus infecciosos que es necesario para 

desencadenar una infección en huevos infectados al 50 % 
ELISA ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 40 
GAL4 activador de la transcripción específico de levadura 
GRAS generally regarded as safe (generalmente considerado como seguro) 
HEPES ácido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)-etanosulfónico 
Hpa I endonucleasa de restricción Hpa I 
HRP peroxidasa del rábano 45 
IBDV virus de la bursitis infecciosa 
IFA adyuvante de Freund incompleto 
K. lactis Kluyveromyces lactis 
KlGAL4 gen de K. lactis que codifica para la proteína KlGal4/Lac9 
KIGAL80 gen den K. lactis que codifica para la proteína KlGal80 50 
LAC4 gen de K. lactis que codifica para una enzima β-galactosidasa 
Not I endonucleasa de restricción Not I 
UDO unidad de densidad óptica 
PBS tampón fosfato/solución salina 
PCR reacción en cadena de la polimerasa 55 
ARN ácido ribonucleico 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
Sal I endonucleasa de restricción Sal I 
SDS dodecilsulfato de sodio 
SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con el uso de SDS 60 
TEF1 gen de Arxula adeninivorans que codifica para el factor de traducción EF-1 alfa 
VP2 proteína de virus que forma la cápside del IBDV 
VP2-T2S VP2 con un intercambio de aminoácido de treonina por serina en la posición 2 
VAK cepa de vacuna 
YEPD extracto de levadura peptona dextrosa 65 
YRp7 vector lanzadera de S. cerevisiae-E.coli, registro de Genbank U03501 (Botstein et al., 1979) 
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LISTADO DE SECUENCIAS 15 
 
<110> Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 
 
<120> Generación de una respuesta inmunitaria humoral por medio de vacunación a base de levadura 
 20 
<130> MLU_Breu_1 
 
<160> 10 
 
<170> BiSSAP 1.0 25 
 
<210> 1 
<211> 1371 
<212> ADN 
<213> Birnaviridae 30 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..1371 
<223> /mol_type="ADN" /organismo="Birnaviridae" 35 
 
<400> 1 
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<210> 2 5 
<211> 456 
<212> PRT 
<213> Birnaviridae 
 
<220> 10 
<221> FUENTE 
<222> 1..456 
<223> /mol_type="proteína"/organismo="Birnaviridae" 
 
<400> 2 15 
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<210> 3 
<211> 1371 5 
<212> ADN 
<213> Birnaviridae 
 
<220> 
<221> fuente 10 
<222> 1..1371 
<223> /mol_type="ADN" /organismo="Birnaviridae" 
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<400> 3 
 

 
 5 
<210> 4 
<211> 456 
<212> PRT 
<213> Birnaviridae 
 10 
<220> 
<221> FUENTE 
<222> 1..456 
<223> /mol_type="proteína" /organismo="Birnaviridae" 
 15 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1371 
<212> ADN 5 
<213> Birnaviridae 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..1371 10 
<223> /mol_type="ADN" 
/organismo="Birnaviridae" 
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<400> 5 
 

 
 
<210> 6 5 
<211> 456 
<212> PRT 
<213> Birnaviridae 
 
<220> 10 
<221> FUENTE 
<222> 1..456 
<223> /mol_type="proteína" /organismo= Birnaviridae  
 
<400> 6 15 
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<210> 7 
<211> 28 
<212> ADN 5 
<213> construcción sintética 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..28 10 
<223> /mol_type="ADN" /nota= “oligonucleótido para amplificación por PCR" /organismo= construcción sintética" 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 38 
<212> ADN 5 
<213> construcción sintética 
 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..38 10 
<223> /mol_type="ADN" /nota=”oligonucleótido para amplificación por PCR" /organismo= construcción sintética" 
 
<400> 8 

 
 15 
<210> 9 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 
 20 
<220> 
<221> fuente 
<222> 1..35 
<223> /mol_type="ADN" /nota= “oligonucleótido para la amplificación por PCR" /organismo= construcción 
sintética" 25 
 
<400> 9 

 
 
<210> 10 30 
<211> 8157 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 
 
<220> 35 
<221> fuente 
<222> 1..8157 
<223> /mol_type="ADN" /nota= vector de plásmido" /organismo="construcción sintética" 
 
<400> 10 40 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Levadura recombinante de la especie Kluyveromyces lactis, que como gen exógeno porta un gen, que codifica 
para un antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV), que está integrado en el genoma de la levadura, y 
que permite la expresión del antígeno VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV) como proteína exógena, 5 
caracterizada por que esta cepa de Kluyveromyces lactis se selecciona de: 
 

Kluyveromyces lactis DSM 25405, 
Kluyveromyces lactis DSM 25406, y 
Kluyveromyces lactis DSM 25407. 10 

 
2. Levadura recombinante según la reivindicación 1, caracterizada por que la expresión de gen exógeno tiene lugar 
de manera constitutiva o por que la expresión de gen exógeno es inducible. 
 
3. Levadura recombinante según las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que la expresión de gen exógeno 15 
puede cuantificarse indirectamente a través de la expresión de un gen indicador endógeno. 
 
4. Levadura recombinante según una o varias de las reivindicaciones anteriores para su uso en un procedimiento 
para la vacunación subcutánea. 
 20 
5. Levadura recombinante según la reivindicación 4, caracterizada por que las levaduras recombinantes se usan 
como vacunas marcadoras de subunidad. 
 
6. Levadura recombinante según la reivindicación 5, caracterizada por que las vacunas marcadoras de subunidad 
se usan para diferenciar individuos vacunados frente a individuos infectados de modo natural. 25 
 
7. Levadura recombinante según las reivindicaciones 5 o 6, caracterizada por que las vacunas marcadoras de 
subunidad presentan al mismo tiempo propiedades fuertemente adyuvantes. 
 
8. Levadura recombinante según una de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizada por que las vacunas marcadoras 30 
de subunidad son fuertemente inmunógenas. 
 
9. Levadura recombinante según la reivindicación 1 para su uso en un procedimiento para la vacunación subcutánea 
por medio de células de levadura completas de una levadura recombinante, caracterizada por que se genera una 
inmunización humoral protectora contra proteína exógena expresada y el procedimiento comprende las siguientes 35 
etapas: 
 

a) cultivo y proliferación de las levaduras recombinantes, 
b) recolección e inactivación de las levaduras, 
c) aplicación de las levaduras recombinantes de acuerdo con un calendario de inmunización que ha de 40 
establecerse, 
d) determinación del título de los anticuerpos formados y/o 
e) detección de la inmunización. 

 
10. Levadura recombinante para su uso según la reivindicación 9, caracterizada por que por medio de aplicación 45 
subcutánea de células de levadura completas de una levadura recombinante de la especie Kluyveromyces lactis se 
genera una inmunización humoral protectora contra proteína exógena expresada. 
 
11. Par de oligonucleótidos que presenta una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 8 y SEQ ID 
NO: 9. 50 
 
12. Vectores de expresión Klp3 o Klp3-MCS de acuerdo con SEQ ID NO: 10, que portan un gen exógeno, 
caracterizados por que el gen exógeno presenta la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 3 o 
SEQ ID NO: 5, para la integración en la cepa de partida de Kluyveromyces lactis VAK367-D4, depositada con DSM 
23097. 55 
 
13. Vector de expresión según la reivindicación 12, caracterizado por que el gen exógeno codifica para la proteína 
VP2-T2S de IBDV con la secuencia de aminoácidos de acuerdo con SEQ ID NO: 4 o la proteína oVP2-T2S de IBDV 
con la secuencia de aminoácidos de acuerdo con SEQ ID NO: 6. 

60 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



28 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



29 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



30 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



31 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



32 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



33 

 
 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



34 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



35 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



36 

 

E12823073
10-10-2018ES 2 690 792 T3

 



37 

 

Calendario de inmunización 
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