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DESCRIPCION
Mutantes de Francisella tularensis y usos de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a mutantes de Francisella tularensis y usos de los mismos. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a mutantes clpB de F. tularensis.

Antecedentes de la invencion

Francisella tularensis es un patdgeno bacteriano intracelular facultativo que provoca un espectro de enfermedades
denominadas de forma colectiva tularemia. Dos subespecies, subsp. tularensis (tipo A) y subsp. holarctica (tipo B),
pueden provocar una enfermedad grave en seres humanos. En particular, la inhalacion de pequefios nimeros de F.
tularensis tipo A tiene un indice de mortalidad de un 30-60 % si no se trata (Sjostedt, 2007). Por el contrario, las
infecciones por F. tularensis tipo A iniciadas por vias no respiratorias son mucho menos letales, y las infecciones por
tipo B iniciadas por cualquier ruta pueden provocar una enfermedad debilitante, pero no potencialmente mortal en
seres humanos.

Se ha usado una cepa de tipo B empiricamente atenuada de F. tularensis desarrollada hace mas de 50 afios, cepa
para vacuna con microbios vivos de F. tularensis (LVS), para proteger frente a la exposicion a cepas de tipo A
virulentas del patégeno. En pruebas formales usando voluntarios humanos, se demostré que la LVS impartia una
proteccion completa frente a la exposicion transdérmica con la cepa de tipo A de SCHU S4, aunque proporcioné una
proteccion menor frente a una exposicion en aerosol (Saslaw et al. 1961 a, 1961b). Es la unica vacuna que ha
demostrado formalmente que posee estas propiedades. Por razones de seguridad, nunca se ha autorizado totalmente
por la Food and Drug Administration de los EE. UU. (FDA).

La secuenciacion genomica de cepas de tipo A y tipo B clinicas de F. tularensis asi como de LVS permiti6 la
identificacion de la modificaciones genética en la cepa de vacuna. Parece que la mayoria de la atenuacion de LVS
frente a cepas de tipo B clinicas se debe a defectos en un gen de pilus, pilA, y un gen (FTT0918) de funcion
desconocida (Salomonsson et al. 2009). La LVS también contiene otras mudltiples mutaciones menores que, por
separado o de forma colectiva, contribuyen a su atenuacion.

Se sabe que la LVS provoca tanto una respuesta de anticuerpos como una respuesta de linfocitos T CD4+ y CD8+
para varias proteinas de F. tularensis. Los experimentos en ratones indican que la capacidad de LVS para provocar
que los linfocitos T CD4+ y CD8+ segreguen interferon gamma representa su eficacia frente a cepas de tipo A (Conlan
et al. 2005; Wu et al. 2005). Sin embargo, los ratones C57BL/6 que producen tanto anticuerpos como linfocitos T que
segregan interferon gamma (Woolard et al. 2008; Twine et al., 2006) después de vacunacion con LVS no estan
protegidos frente a la exposicién con bacterias de tipo A (Chen et al. 2003, Wu et al. 2005; Green, et al. 2005). El
desconocimiento del mecanismo de proteccion de LVS y de las contribuciones relativas de cada una de sus
mutaciones para su atenuacion total son las barreras principales para su total aprobacién por la FDA de los EE. UU.
Los antigenos de LVS que son responsables de provocar la inmunidad protectora son desconocidos; adicionalmente,
debido a que la LVS es una vacuna generada a partir de una cepa de tipo B, faltan factores de virulencia y otras
macromoléculas exclusivas de cepas de tipo A. Estos hechos hacen que sea dificil la tarea de disefiar vacunas
basadas en antigenos especificos.

En los Ultimos afios, se han usado diversas estrategias de mutagénesis para identificar factores de virulencia de
Francisella que se podrian alterar para producir cepas de vacunas con microbios vivos novedosas. La mayoria de este
trabajo se ha realizado usando LVS o F. novicida, una subespecie relacionada del patégeno que solo es virulenta para
seres humanos inmunodeprimidos. Este enfoque se basa en dos supuestos criticos respecto al uso de LVS o F.
novicida como cepas clinicas sustitutas: 1) los genes que se requieren por la virulencia de LVS o F. novicida predicen
genes con virulencia para aislados clinicos; y 2) las vacunas que protegen frente a LVS o F. novicida protegeran de
forma previsible frente a cepas clinicas.

Sin embargo, la LVS ya es aproximadamente 1 000 000 veces menos virulenta que la cepas de tipo A y B clinicas del
patdgeno; por tanto, la inhibicién de la expresiéon de cualquier otro gen con virulencia en LVS sélo tendra un efecto
creciente sobre la virulencia. Esto hace que sea imposible la prediccion del efecto que cualquiera de dicha mutacién
tendria sobre una cepa totalmente virulenta de F. tularensis en ausencia de las mutaciones innatas de LVS. Ademas,
se ha demostrado que las cepas mutantes de LVS o F. novicida pueden proteger a los ratones frente a la exposicion a
la cepa natural homéloga, pero no frente a la exposiciéon con bacterias de tipo A totalmente virulentas (Cantera et al.,
2007; Sebastian et al., 2007). Adicionalmente, los anticuerpos frente a lipopolisacaridos de la superficie protegen
frente a F. novicida y cepas de tipo B, pero no protegen frente a bacterias de tipo A (Conlan et al., 2002; Fulop et al.,
2001; Thomas et al. 2007). Finalmente, parece que no existe una correlacion entre la proteccion y la valoracion de
anticuerpos provocados por vacunas (Saslaw y Carhart 1961).
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Ademas, las vacunas compuestas de células muertas y fracciones de las mismas son eficaces sub-6ptimamente frente
a F. tularensis debido a que dichas preparaciones no generan una inmunidad mediada por células protectora
prolongada y resistente. Por tanto, en la actualidad no existe una vacuna aprobada por la FDA para uso general que
pueda proporcionar una proteccion profilactica frente a la tularemia respiratoria.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a mutantes de Francisella tularensis y a usos de los mismos. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a mutantes clpb de F. tularensis.

La presente invencion proporciona una cepa de F. tularensis mutante en la que el gen clpB esta inactivado. La cepa de
F. tularensis mutante puede estar atenuada. La F. tularensis mutante como se acaba de describir se puede derivar de
una cepa de F. tularensis seleccionada del grupo que consiste en SCHU S4, FSC033 o FSC108, y FSC200.

La cepa de F. tularensis mutante como se describe puede comprender un gen clpB eliminado. La cepa de F. tularensis
mutante como ya se ha descrito también puede comprender otros genes inactivados, por ejemplo, los seleccionados
del grupo que consiste en capB, wbtC, ggt y fupA, o cualquier combinacién de los mismos. En otro modo de
realizacion, la cepa de F. tularensis mutante puede ser el mutante CCUG con nimero de depésito CCUG 59672.

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende una cepa de F. tularensis mutante en la
que el gen clpB esta inactivado, como se describe anteriormente. La composicién puede ser una composicion de
vacuna anti-Francisella. La composicion también puede comprender un diluyente, vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. La cepa de F. tularensis mutante en la composicién como se describe anteriormente
puede estar viva.

La presente solicitud describe adicionalmente un procedimiento para conferir inmunidad frente a F. tularensis que
comprende administrar una cepa de F. tularensis mutante en la que el gen clpB esta inactivado, o una composicion que
comprende dicho mutante. La administracion del mutante o composicion se puede realizar por via intradérmica (i.d.),
por via subcutanea, por escarificacion, por via intramuscular, por via oral o por inhalacién. El huésped puede ser un
animal o un ser humano. El procedimiento como se describe anteriormente también puede comprender una etapa de
refuerzo (es decir, una segunda administracion) posterior a la primera administracion de la cepa de F. tularensis
mutante.

Adicionalmente, la presente solicitud describe un procedimiento de produccion de una cepa de F. tularensis mutante
como se describe anteriormente. El procedimiento puede comprender las etapas de:

obtener las células de una cepa de F. tularensis virulenta;
inactivar el gen clpB;
seleccionar células viables con virulencia atenuada e inactivacion de clpB; y

a
b
c
d) aislar las células con virulencia atenuada e inactivacion de clpB.

)
)
)
)

Los ejemplos en el presente documento muestran que una cepa mutante de F. tularensis SCHU S4 con un gen clpB
alterado es menos virulenta y mas eficaz que LVS. Cuando se administra por via oral o por via intradérmica, la cepa de
SCHU S4AcipB protege a los ratones mas eficazmente que LVS frente a la exposicion en aerosol con bacterias
naturales. Por tanto, SCHU S4AclpB se puede considerar una vacuna candidata frente a tularemia clinica. La delecién
de uno o mas genes con virulencia adicionales de SCHU S4AclpB para proteger ademas frente a la reversion se
engloba por la presente invencion.

Aspectos y ventajas adicionales de la presente invencién seran evidentes en vista de la siguiente descripcion. La
descripcion detallada y los ejemplos, aunque indican modos de realizacion preferentes de la invencion, se dan
Unicamente a modo de ilustracion.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invencion se describiran ahora, a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos
adjuntos, en los que:

La FIGURA 1 muestra la secuencia de ADN del gen clpB de la cepa de F. tularensis SCHU S4 (SEQ ID NO: 1). La
secuencia comprende 2577 nucledtidos. El gen clpB codifica una proteina de 859 aminoacidos putativa (Identificacion
de proteinas Entrez CAG46402,1) de peso molecular 95.929 kD.

La FIGURA 2 es un grafico que muestra la supervivencia de BALB/c (simbolos abiertos) y C3H/HeN (simbolos
cerrados) después de inmunizacion i.d. con 10° UFC de LVS (cuadrados), SCHU AV (circulos), SCHU S4AcipB
(triangulos invertidos) o SCHU S4AigIC (triangulos).
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La FIGURA 3 es un grafico que muestra la sugervivencia de BALB/c (simbolos abiertos) y C3H/HeN (simbolos
cerrados) después de inmunizacion oral con 10° UFC de LVS (cuadrados), SCHU AV (circulos), SCHU S4AcipB
(triangulos invertidos) o SCHU S4AigIC (triangulos).

La FIGURA 4 es un grafico que muestra la supervivencia de ratones BALB/c después de una inmunizacion i.d. con 10°
UFC de LVS (invertidos triangulos) o SCHU S4AclpB (diamante) y posterior exposicion respiratoria con 10, 100, o 1000
UFC de SCHU S4 (FIGURAS 4A, 4B y 4C, respectivamente). *, supervivencia significativamente mayor que en ratones
sin tratamiento previo o ratones inmunizados con LVS (P<0,05); **, supervivencia significativamente mayor que en
ratones sin tratamiento previo.

La FIGURA 5 es un grafico que muestra la supervivencia de ratones C57BL/6 después de inmunizacion i.d. con 10°
UFC de LVS (triangulos invertidos) o SCHU S4 AclpB (diamante) y posterior exposicion i.d. con 20 (A), 200 (B) o 2000
(C) UFC de SCHU S4 o exposicion i.n. con 35 UFC (D).

La FIGURA 6 es un grafico que compara la sensibilidad in vitro al choque térmico de SCHU S4 y varios mutantes de
delecion del mismo. Se suspendieron SCHU 4S8 natural y varios mutantes de delecién del mismo en solucioén salina a
una concentracion de aproximadamente 10° UFC/ml. Se calentaron las muestras a 50 °C y se monitorizé la
supervivencia el transcurso de 30 minutos. Sélo SCHU S4AcipB no pudo soportar este estrés térmico, perdiendo una
viabilidad de mas de un 99 % en 30 minutos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a mutantes de Francisella tularensis y a usos de los mismos. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a mutantes clpB de F. tularensis.

La presente invencion proporciona una cepa de F. tularensis mutante en la que el gen clpB esta inactivado y el mutante
que se deriva de la cepa de F. tularensis puede ser SCHU S4, FSC033, o FSC108, o FSC200. La cepa de F. tularensis
mutante puede estar atenuada. La cepa de F. tularensis mutante como ya se ha descrito también puede comprender
otros genes inactivados.

Francisella tularensis es un patdgeno bacteriano intracelular facultativo que provoca un espectro de enfermedades
denominadas de forma colectiva tularemia. La cepa de F. tularensis referida anteriormente puede ser una cepa de tipo
A (subespecie tularensis) o tipo B (subespecie holarctica); en un ejemplo no limitante especifico, la cepa de F.
tularensis puede ser una cepa de tipo A. En un ejemplo especifico no limitante, el mutante se puede derivar de la cepa
de F. tularensis clinica SCHU S4.

La cepa de F. tularensis mutante de la presente invencion comprende un gen clpB inactivado. Este gen codifica una
proteina de choque térmico que, sin quedar vinculado a teoria alguna, puede proteger al patdgeno del estrés ambiental
al que se enfrente en el huésped infectado. El gen se puede "inactivar" por cualquier manera adecuada conocida en la
técnica. Por ejemplo, y sin querer limitarse, se puede inactivar el gen clpB por su delecion completa o parcial de la cepa
de F. tularensis (usando procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe por Golovliov ef al.,
(2002)), por una mutacion de inactivacion tal como la técnica, por ejemplo, como se describe por Golovliov et al.,
(2002)), por una mutacion por inactivacion tal como una multiple sustitucion de nucleétidos, o por una insercion de
inactivacion tal como una insercion de transposén (usando procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, los
descritos por Kadzhaev et al., (2009)). En un ejemplo especifico no limitante, el gen clpB se puede inactivar por
delecion completa de la cepa mutante. Cabe sefalar, sin embargo, que sdlo los procedimientos que dan como
resultado la inactivacion del gen clpB se engloban por la presente invencion. La inactivacion del gen clpB puede dar
como resultado la atenuacién completa o parcial de la cepa de F. tularensis mutante.

Por el término "atenuacion” o "atenuado”, se quiere decir que el patégeno se mantiene vivo, pero presenta virulencia
reducida de modo que no provoca la enfermedad provocada por el patégeno virulento. La atenuacion de la cepa
particular de la presente invencion puede resultar de la inactivacion del gen clpB, o puede ser el resultado de otros
mecanismos para la atenuacion, por ejemplo, y sin limitarse a, mutagénesis, delecion o inactivacion de genes diana, o
atenuacion natural. En un modo de realizacién no limitante, se puede conferir la atenuacién de la cepa por una
combinacion de los factores mencionados anteriormente.

En un ejemplo no limitante especifico, la cepa de F. tularensis mutante puede ser el mutante CCUG con numero de
deposito CCUG 59672.

La cepa de F. tularensis mutante de la presente invencién puede comprender ademas genes inactivados adicionales.
El gen inactivado adicional puede ser un gen con virulencia (es decir, un gen que contribuye a la virulencia del
patégeno), o puede ser cualquier otro tipo de gen. Por ejemplo, pero sin pretender ser limitante de ningtin modo, se
puede inactivar uno o mas de uno de otro gen con virulencia para evitar la reversion y/o puede contribuir a la
atenuacion de la cepa de F. tularensis mutante. En un ejemplo no limitante especifico, el uno o mas de un gen
inactivado adicional se puede seleccionar del panel de gen capB, wbtC, ggty fupA, o una combinacion de los mismos.
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Los genes inactivados adicionales puede que no muestren ningun efecto adicional de atenuacién de la cepa de F.
tularensis mutante, o pueden contribuir a la atenuacion de la cepa.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para producir la cepa de F. tularensis mutante como se
describe en el presente documento. El procedimiento puede comprender las etapas de:

obtener las células de una cepa de F. tularensis virulenta;
inactivar el gen clpB;
seleccionar células viables con virulencia atenuada e inactivacion de clpB; y

a
b
c
d) aislar las células con virulencia atenuada e inactivacion de c/pB.

)
)
)
)

La cepa de F. tularensis virulenta proporcionada en la etapa a) del procedimiento descrito actualmente puede ser
cualquier cepa virulenta conocida en la técnica; la cepa debe ser "virulenta" ya que puede provocar cualquier
enfermedad en el espectro denominado tularemia, ya sea leve o grave. La cepa de F. tularensis virulenta puede ser
SCHU S4, FSC033, o FSC108, o FSC200. En un ejemplo no limitante especifico, la cepa de F. tularensis puede ser
SCHU S4. En una alternativa, la cepa de F. tularensis en la etapa a), puede ser una cepa de F. tularensis mutante, en
la que las mutaciones puede que se hayan introducido para atenuar el patégeno (de forma parcial o bien completa) o
con otros propésitos.

En la etapa b), el gen clpB se puede inactivar usando cualquier técnica adecuada conocida en la técnica; por ejemplo,
y sin quedar limitado de ningin modo, el gen se puede inactivar por su deleciéon completa o parcial de la cepa de F.
tularensis, por una mutacion de inactivacion tal como una sustituciéon de nucleétidos mdltiple, o por una insercién de
inactivacion tal como una insercidon de transposén. En un ejemplo no limitante especifico, el gen clpB se puede
inactivar por su delecién completa.

En las etapas c) y d), las células con virulencia atenuada e inactivacion de clpB se seleccionan y se aislan,
respectivamente. Estas etapas se pueden realizar usando cualquier procedimiento adecuado conocido; por ejemplo, y
sin quedar limitado de ningdn modo, el procedimiento de seleccion se puede realizar usando modelos animales. Los
procedimientos de aislamiento y seleccion de las células/cepas son bien conocidos por los expertos en la técnica; por
ejemplo, y sin quedar limitado de ningin modo, los procedimientos de seleccion y aislamiento se describen por
Kadzhaev et al., (2009) y Golovliov et al., (2002).

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona una composicion que comprende una cepa de F. tularensis
mutante en la que el gen clpB esta inactivado, como se describe anteriormente. La composicion puede ser una
composicion de vacuna anti-Francisella. Ademas de la cepa de F. tularensis mutante, la composicion puede
comprender un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. El diluyente, excipiente o vehiculo
puede ser cualquier diluyente, excipiente o vehiculo adecuado conocido en la técnica, y debe ser compatible con otros
ingredientes en la composicién, con el procedimiento de administracion de la composicion, y no es perjudicial para el
receptor de la composicion. La composicion puede estar en cualquier forma adecuada; por ejemplo, la composicion se
puede proporcionar en forma de suspension, forma de polvo (por ejemplo, liofilizada), en forma de capsula o
comprimido. Por ejemplo, y sin quedar limitado, cuando la composicion se proporciona en forma de suspension, el
vehiculo puede comprender agua, solucion salina, un tampon adecuado, o aditivos para mejorar la solubilidad y/o
estabilidad; la reconstitucion para producir la suspension se efectda en un tampén a un pH adecuado para garantizar la
viabilidad de las bacterias. En un ejemplo no limitante especifico, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser
solucién salina. Los polvos secos también pueden incluir aditivos para mejorar la estabilidad y/o vehiculos para
incrementar la masa/volumen; por ejemplo, y sin quedar limitado, la composiciéon en polvo seco puede comprender
sacarosa o trehalosa. Estaria dentro de la competencia de un experto en la técnica preparar las composiciones
adecuadas comprendiendo los presentes compuestos.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para conferir inmunidad frente a F. tularensis
que comprende administrar una cepa de F. tularensis mutante en la que el gen clpB esta inactivado, o una composicion
que contiene dicho mutante. La cepa de F. tularensis mutante se puede administrar por cualquier via adecuada
conocida en la técnica. Por ejemplo, y sin quedar limitado, la cepa de F. tularensis mutante se puede administrar por
via intradérmica (i.d.), por via subcutanea, por escarificacion, por via intramuscular, por via oral o por inhalacion. El
procedimiento puede comprender una etapa de refuerzo posterior a la administracion inicial de la cepa de F. tularensis
mutante. Esta segunda administracion de la cepa de F. tularensis mutante se puede realizar usando la misma via de
administracion o una diferente. La segunda administracion también se pueden administrar a cualquier intervalo de
tiempo adecuado; por ejemplo, y sin quedar limitado, el refuerzo se puede administrar de 4 a 52 semanas después de
la administracion inicial; por ejemplo, y sin quedar limitado, el refuerzo se puede administrar 4, 8, 12, 20, 26, 32, 38, 44
0 52 semanas después de la administracion inicial o cualquier momento entre las mismas. En un ejemplo no limitante
especifico, el refuerzo se puede administrar 8 semanas después de la administracién inicial.

La cepa de F. tularensis mutante se puede usar para vacunar un huésped; el huésped puede ser un huésped humano

o un huésped animal. La dosificaciéon para la administracion dependera de varios factores, incluyendo el tamafio y
peso del huésped y la especificidad de la composicion formulada. En base a la experiencia con LVS, y sin quedar
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limitado de ningun modo, se puede usar una dosis de aproximadamente 10" UFC para la administracién a seres
humanos. Estaria dentro de las capacidades de los expertos en la técnica determinar las dosificaciones apropiadas
para la vacunacion.

Las infecciones de seres humanos con cepas de tipo A de F. tularensis son escasas, lo que hace que sea dificil llevar
a cabo ensayos clinicos de fase Il para determinar la eficacia de vacunas anti-Francisella novedosas. En cambio, la
FDA ha ideado una politica, la Normativa sobre animales (Animal Rule) (http://www.fda.gov/cber/rules/humeffic.htm;
véase también el Registro Federal: 31 de mayo de 2002 (volumen 67, Namero 105, paginas 37988-37998)), que
permite la aprobacién de vacunas anti-Francisella en base a estudios de eficacia realizados exclusivamente con
modelos animales. La Normativa sobre animales requiere que cualquiera de dichos modelos animales deben imitar la
enfermedad humana, y que la proteccion provocada por la vacuna en animales debe predecir la eficacia en seres
humanos.

Estudios publicados previamente han demostrado que la delecién del gen clpB de LVS o F. novicida dio como
resultado la atenuacion (Meibom et al 2008, Tempel et al 2006). También se ha demostrado que LVS con un gen cipB
alterado protege a los ratones frente a la exposicion intraperitoneal con LVS natural altamente atenuado (Meibom et al
2008). Sin embargo, estos hallazgos no se pueden usar para predecir la eficacia de dicho mutante frente a la
exposicion con una cepa de tipo A de por medio de la via i.p. o de cualquier otra via. Ni tampoco se pueden usar para
predecir el fenotipo de una cepa de tipo A con un gen clpB defectuoso.

La virulencia de LVS se reduce en un >99,9999 % (=1 000 000 veces menos) a la de las cepas de tipo Ay B del
patégeno. Por lo tanto, la inhibicién de la expresién de genes con virulencia adicional en LVS sélo tendra un efecto
creciente sobre la virulencia. Esto no se puede usar para predecir qué efecto, si lo hay, tendra una mutacién sobre una
cepa totalmente virulenta de F. tularensis en ausencia de mutaciones previas presentes en LVS. Por ejemplo, se ha
demostrado que al eliminar el gen katG de LVS disminuye adicionalmente su virulencia para los ratones, pero al
eliminar el mismo gen de SCHU S4 no afecté a su virulencia (Lindgren et al 2007). Hallazgos similares se aplican a los
genes folC y chi A (Kadzhaev, et al. 2009).

Adicionalmente, los anticuerpos frente a lipopolisacarido de superficie solo son suficientes para proteger a los ratones
de la infeccion con LVS o F. novicida, pero dichos anticuerpos no protegen frente a bacterias de tipo A (Conlan et al
2002, Fulop et al 2001; Thomas et al 2007). De forma similar, las cepas mutantes de LVS o F. novicida pueden
proteger a los ratones frente a la exposicion a la cepa natural homologa, pero no frente a la exposicion con bacterias de
tipo A totalmente virulentas (Cantera et al 2007; Sebastian et al 2007). Por tanto, no es factible evaluar los efectos de la
mutacion de una cepa de F. tularensis de tipo A usando los modelos de LVS o F. novicida.

Por tanto, no existe una manera clara de predecir a priori si la mutacion de un gen particular atenuara la F. tularensis de
tipo A. Ademas, la mera atenuacion de una cepa de tipo A no predice su capacidad para actuar como un cepa de
vacuna que pueda proteger a los ratones frente a la exposicion con la cepa natural (Enroscarse et al 2005; Conlan, et
al. 2010).

Los ejemplos en el presente documento muestran que una cepa mutante de F. tularensis SCHU S4 con un gen clpB
alterado es menos virulenta y mas eficaz que LVS por las vias de administracion intradérmica y oral. Por via intranasal,
se demuestra que la dosis letal de SCHU S4AcipB es al menos 100 veces mayor que la de LVS. Cuando se administra
por via oral o por via intradérmica, la cepa de SCHU S4AclpB protege a los ratones mucho mas eficazmente que LVS
frente a la exposicién en aerosol con bacterias naturales. Por tanto, SCHU S4AclpB se puede considerar una vacuna
candidata altamente definida frente a tularemia clinica. La delecion de genes con virulencia adicionales de SCHU
S4/AclpB para garantizar ademas frente a la reversion se engloba por la presente invencion.

Se comparo el mutante SCHU S4AcipB frente a LVS para determinar su capacidad para provocar proteccion frente a la
exposicion pulmonar después de vacunacion i.d. tradicional (LVS esta indicado para administracion por escarificacion
solo a seres humanos). SCHU S4AcipB mostré un nivel de atenuacion similar a LVS (>1 millon de veces frente a SCHU
S4 natural por via i.d.) y fue tan eficaz como LVS para combatir la exposicion i.d. con >1000 DLsy del patégeno
totalmente virulento.

En una exposicién con aerosol, SCHU S4AclpB fue superior a LVS en ambas cepas de ratdon sometidas a prueba.
Ademas, solo SCHU S4AclpB proporciond una proteccion significativa frente a la exposicion con aerosol en ambos
ratones BALB/c y C3H/HeN cuando se administrd por via oral. La vacunacion oral primaria fue inferior a la vacunacion
i.d. para todas las vacunas de prueba. Sin embargo, el refuerzo oral mejoro la eficacia SCHU S4Ac/pB administrado
por via oral en ratones C3H/HeN.

SCHU S4AclpB provocé una infeccion subletal en ratones BALB/c cuando se administré i.d. a una dosis de 10° UFC,
que era similar a los resultados previos obtenidos con LVS. Sin embargo, este experimento no revelé ninguna
explicacion obvia para la mejor proteccion frente a la exposicion con aerosol provocada por SCHU S4AclpB. En
cambio, esto se correlacioné con una capacidad potenciada de los ratones inmunizados con el mismo para controlar
una posterior exposicién con aerosol con SCHU S4. A este respecto, la inmunizaciéon con LVS o SCHU S4AcipB
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restringio eficazmente la bacteriemia que se desarrolla durante la fase final de la tularemia letal primaria lo que sugiere
que este aspecto de la infeccién contribuye poco a la morbilidad y mortalidad. Previamente, se demostré que los
anticuerpos anti-LVS secuestran rapidamente el LVS de la sangre al higado (Anthony y Kongshavn, 1987), y
presumiblemente, pero sin quedar vinculado a ninguna teoria, el mismo mecanismo interviene en el presente estudio.
Sin embargo, en general se cree que estos anticuerpos desemperfian solo un papel menor en la proteccion frente a una
infeccion pulmonar o sistémica. En su lugar, parece que los linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos son cruciales para
controlar estos aspectos de la infeccion.

Durante los primeros cuatro dias de infeccion, los ratones inmunizados con SCHU S4Ac/pB pudieron controlar la
infeccion pulmonar mejor que los ratones inmunizados con LVS. Las cargas bacterianas en el higado y bazo también
fueron significativamente mas menores en los primeros ratones; sin quedar vinculado a ninguna teoria, estos ratones
pueden haber evitado mejor la diseminacién a 6rganos internos y/o controlado mejor la infeccion en los mismos. El dia
7, los ratones inmunizados con SCHU S4AcipB albergaron 100 veces menos bacterias en sus pulmones, y 1000 veces
menos bacterias en sus higados y bazos que los ratones inmunizados con LVS.

En base a los resultados en los modelos animales presentados en el presente documento y en la Normativa sobre
animales de la FDA, la cepa de F. tularensis mutante de la presente invencion constituye un candidato excelente como
vacuna anti-Francisella tanto para animales como para seres humanos.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente en los siguientes ejemplos. Sin embargo, se debe entender que
estos ejemplos son solo con propdsitos ilustrativos y no se deben usar para limitar el alcance de la presente invencion
de ninguna manera.

Ejemplo 1: Generacion de cepas bacterianas

Se uso el aislado ATCC 29684 de LVS para su comparacion con vacunas a base de SCHU S4. Se han descrito
previamente SCHU AV atenuado naturalmente y el mutante de delecion SCHU S4Aig/C (Enroscarse et al., 2005);
estos mutantes se incluyeron como controles de vacunas a base de SCHU S4 positivo y negativo, respectivamente.

Se generd una nueva cepa mutante SCHU S4AclpB usando procedimientos conocidos en la técnica, en general,
descritos por Golovliov et al (2002). En resumen, se construy6é una delecién en fase del gen clpB por intercambio
alélico en base a la integracion y escision de un plasmido suicida que lleva en direccién 5' y en direccion 3' secuencias
del gen diana. Se amplificaron las regiones en direccion 5' y en direccion 3' del gen por PCR. Los fragmentos de PCR
para el gen contenian secuencias complementarias en el extremo 3’ del fragmento en direcciéon 5'y en el extremo 5’ del
fragmento en direccion 3' que se hibridaron durante un segundo ciclo de la PCR. Después de la digestion por enzimas
de restriccion y la purificacion, se clonaron los fragmentos de PCR al vector suicida pDMK2, que se transformé
después a Escherichia coli S17-1. Se llevo a cabo la conjugacion a F. tularensis SCHU S4 como se describe
previamente (Golovliov et al 2002). Se seleccionaron los conjugados en un medio que contenia 10 mg/ml de
canamicina y 50 mg/ml de polimixina B y se confirmé por PCR. Para seleccionar un segundo acontecimiento de
recombinacién, se plaguearon los conjugados en un medio que contenia sacarosa al 5 % y se identificé la delecion del
gen por PCR y se verificé la localizacion exacta por secuenciacion. La estrategia dio lugar a la delecion de 2463 de las
2580 pb para clpB. La secuencia del gen clpB (SEQ ID NO:1) se muestra en la figura 1.

Para estudios en animales, se prepararon cultivos de reserva de todas las cepas haciéndolas crecer como césped
confluente sobre agar con base de cistina complementado con hemoglobina (CHAH) al 1 % (p/v). Se recogieron las
bacterias después de una incubacién de 48-72 h a 37 °C en medio de congelacion que comprende caldo de Mueller
Hinton modificado que contenia sacarosa al 10 % p/v. Se alicuotaron las reservas en volumenes de 1 ml y se
almacenaron a -80 °C a una concentracion de 10'°-10"" UFC/ml.

La cepa mutante generada actualmente SCHU S4Acl/pB se depositd con la coleccion de cultivos de la Universidad de
Gotemburgo (Culture Collection University of Gothenburg, CCUG; Sahlgrenska Academy of the University of
Gothemburg, Box 7193, SE-402 34, Goteborg, Suecia); se ha concedido el depdsito con el numero de acceso CCUG
59672.

Ejemplo 2: Eficacia de la vacunacion i.d. frente a la exposicion con aerosol

Se examind el grado de proteccion frente a la inhalacion de tularemia provocada por inmunizacion i.d. con la cepa de F.
tularensis mutante del ejemplo 1.

La DLsg i.d. para LVS es >10% UFC, y 10° UFC administrada i.d. protege frente a la exposicion sistémica pero sin
aerosol (Conlan et al 2003; Chen et al 2003). Por lo tanto, se eligié 10° UFC como la dosis inmunizante i.d. para todas
las cepas de vacuna de prueba, y los ratones BALB/c y C3H/HeN como los huéspedes modelo para determinar su
eficacia. Se inyectaron inéculos i.d. en un pliegue de piel en la mitad del vientre en un volumen de 0,05 ml de solucién
salina. Se realizaron exposiciones con aerosol seis semanas después de la vacunacién con una dosis baja (1120 UFC)
de aerosol de la cepa de tipo A SCHU S4 usando una camara de exposicion Unicamente nasal InTox Products como se
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describe previamente (Conlan et al 2002). Se realizd todo el trabajo animal en instalaciones de nivel 3 de
confinamiento para animales pequefios aprobadas para organismos peligrosos y con licencia federal. Se examinaron
los ratones diariamente para detectar signos de infeccién y cuando fue factible se sacrificaron por asfixia con CO; tan
pronto como presentaron signos de morbilidad irreversible.

Previamente se demostrd que LVS, pero no SCHU AV ni SCHU S4AigIC, a esta dosis provocé necrosis obvia en el
lugar de la inyeccion y signos visibles de infeccion (pelaje rizado) en ratones BALB/c (Twine et al 2005). A este
respecto, SCHU S4AclpB era similar a SCHU AV (datos no mostrados). Como se esperaba a partir de estudios
previos, el LVS a una dosis i.d. de 10° UFC mat6 a unos pocos ratones BALB/c (2/15), mientras que todos los ratones
C3H/HeN sobrevivieron (figura 2). Se observo el resultado inverso con SCHU AV que maté a 2/15 de los ratones
C3H/HeN, pero a ninguno de los ratones BALB/c. Ambas cepas de ratdn sobrevivieron a la inmunizacién i.d. con
SCHU S4AcipB y SCHU S4 AjgiC.

También se ha demostrado previamente que ratones BALB/c inmunizados i.d. con LVS o SCHU AV, pero no con
SCHU S4AigIC, sobrevivieron a una exposicion i.d. posterior a 1000 DLso de F. tularensis de tipo A totalmente virulenta
(Twine et al, 2005). SCHU S4AcipB protegio frente a una exposicion i.d. similar (no mostrado). Los ratones BALB/c
inmunizados con SCHU S4AcipB estaban mejor protegidos frente a una exposicion con aerosol con SCHU S4, en
comparacion con los ratones inmunizados con LVS. Ambas vacunas eran igualmente eficaces en ratones C3H/HeN.
Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Supervivencia de ratones inmunizados i.d. después de exposicién con aerosol con SCHU S4.

Cepaderatén |vacuna 'Tielmlpo hasta I,a muerte de los ratones |Mediana Qel tiempo hasta la
individuales (dias) muerte (dias)

BALB/c ninguna 5,5,5,55,5 5

BALB/c LVS 7,7,8,9,12 g’

BALB/c SCHU AV 6,9,10,10,12 10"

BALB/c SCHU S4AclpB 8,11, >28, >28, >28 19"

BALB/c SCHU S4AjgIC 5,5,6,6,6 6

C3H/HeN ninguna 5,5,5,55,5 5

C3H/HeN LVS 9,9,11,12,14 11"

C3H/HeN SCHU AV 6,6,6,7,>28 6'

C3H/HeN SCHU S4 A clpB 5,8,10,11,14 10"

C3H/HeN SCHU S4 A jgIC 5,5,5,6,6 5

" supervivencia significativamente mayor (P<0,05 comparacién chi’ de curvas de supervivencia) que para los

ratones sin tratamiento previo o ratones inmunizados con SCHU Aig/C

Todos (n=6) los ratones BALB/c y C3H/HeN sin tratamiento previo murieron el dia 5 de la exposiciéon y todos los
ratones (n=5) inmunizados con SCHU S4Aig/C murieron los dias 5 o 6. Todas las demas candidatas a vacuna
provocaron un incremento estadisticamente significativo (P<0,02 comparacion de curvas de supervivencia por la
prueba de Chi al cuadrado) en la mediana de la supervivencia en comparacion con los ratones BALB/c sin tratamiento
previo o ratones BALB/c inmunizados con SCHU S4Aig/C. Los ratones BALB/c inmunizados con SCHU S4AcipB
mostraron la mejor mediana de la supervivencia (19 dias) y esto fue significativamente (P<0,05) mayor que la
supervivencia de los ratones BALB/c inmunizados con LVS. En ratones C3H/HeN, LVS y SCHU S4AcipB provocaron
un incremento estadisticamente significativo de la supervivencia en comparacion con los ratones sin tratamiento previo
o ratones inmunizados con SCHU S4Aig/C (p<0,02). El LVS produjo una ligera mejora en la mediana de la
supervivencia en ratones C3H/HeN frente a BALB/c expuestos por aerosol con SCHU S4 (11 frente a 8 dias; P>0,05).

Ejemplo 3: Eficacia de la vacunacion oral frente a la exposiciéon con aerosol

Se examiné el grado de proteccion frente a la inhalacién de tularemia provocada por inmunizacion oral con las cepas
de F. tularensis mutantes del ejemplo 1.

Se ha demostrado que los ratones BALB/c sobreviven a la inmunizacion oral con 10® UFC de LVS y posteriormente

demuestran algo de proteccion frente a la exposicion con aerosol con F. tularensis de tipo A (KuoLee et al 2007). Por
este motivo, se eligio 108 UFC como la dosis inmunizante oral para todas las cepas de vacuna de prueba, y los ratones
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BALB/cy C3H/HeN como los huéspedes modelo para determinar su eficacia. Para inmunizacion oral, se alimento a los
ratones una vez con una cepa de vacuna elegida suspendida en 0,2 ml de solucién salina.

Se ha demostrado que la mayoria de los ratones BALB/c inmunizados una vez por via oral con 10% LVS estan
completamente protegidos frente a la exposicion con aerosol a dosis baja con F. tularensis de tipo A, pero esta
inmunidad mengua sustancialmente después de 4 semanas (KuoLee et al 2007). Para determinar si las presentes
cepas de vacuna podrian ser superiores a LVS en este respecto, se realizaron exposiciones con aerosol 6 semanas
después de la vacunacidon, cuando se espera que la proteccion provocada por LVS haya disminuido
considerablemente. Se realizaron exposiciones con aerosol seis semanas después de la vacunacién con una dosis
baja (1120 UFC) de aerosol de la cepa de tipo A SCHU S4 usando una camara de exposicion Unicamente nasal InTox
Products como se describe previamente (Conlan et al 2002). Se realiz todo el trabajo animal en instalaciones de nivel
3 de confinamiento para animales pequefios aprobadas para organismos peligrosos y con licencia federal. Se
examinaron los ratones diariamente para detectar signos de infeccion y cuando fue factible se sacrificaron por asfixia
con CO; tan pronto como presentaron signos de morbilidad irreversible.

Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Supervivencia de ratones inmunizados por via oral después de exposicién con aerosol con SCHU S4.

Cepa de ratén | vacuna 'Tielmlpo hasta I,a muerte de los ratones Mediana Qel tiempo hasta la
individuales (dias) muerte (dias)

BALB/c ninguna 5,5,5,55,5 5

BALB/c LVS 5,5,5,7,7 5

BALB/c SCHU AV 5,5,5,5 5

BALB/c SCHU S4AclpB 9,9,16,>28,>28 16"

BALB/c SCHU S4AigIC 5,5,5,5,5 5

C3H/HeN ninguna 5,5,5,55,5 5

C3H/HeN LVS 45555 5

C3H/HeN SCHU AV 5,5,5,5,5 5

C3H/HeN SCHU S4 AclpB 5,9,12,13,16 12"

C3H/HeN SCHU S4AjgIC 5,5,5,6,6 5

' supervivencia significativamente mayor (P<0,05) que para ratones sin tratamiento previo o ratones inmunizados

con SCHU A gIC.

Por esta via de vacunacion, SCHU AV y SCHU S4 Aig/C eran completamente no virulentos para ambos ratones
BALB/c y C3H/HeN. De forma similar, LVS y SCHU S4AclpB estaban completamente atenuados para ratones BALB/c,
pero cada uno maté a 5/15 de los ratones C3H/HeN (figura 3).

Todos los ratones de control murieron el dia 5 de la exposicion, al igual que todos los ratones C3H/HeN inmunizados
con LVS o SCHU AV; 2/5 de los ratones C3H/HeN inmunizados por via oral con SCHU S4Aig/C sobrevivieron hasta el
dia 6. Todos los ratones BALB/c inmunizados con SCHU AV o SCHU S4Aig/C murieron el dia 5, mientras que 2/5 de
los ratones BALB/c inmunizados con LVS sobrevivieron hasta el dia 7. Por el contrario, los ratones C3H/HeN y BALB/c
inmunizados por via oral con SCHU S4 AclpB sobrevivieron significativamente mas tiempo que los ratones de control
(P<0,01).

Ejemplo 4: Efecto del refuerzo oral sobre la eficacia de la vacuna

Ocho semanas después de vacunacioni.d. u oral, como se describe en los ejemplos 2 y 3, se volvieron a inmunizar por
via oral algunos ratones con 108 UFC de la cepa mutante homologa. Al contrario que la inmunizacién oral primaria, no
murié ningun raton después del refuerzo oral. Seis semanas después del refuerzo, se expusieron los ratones a un
aerosol de 20 UFC de SCHU S4 (como se describe anteriormente) y se monitorizé su supervivencia (tablas 3 y 4). El
refuerzo oral de ratones BALB/c inmunizados i.d. no mejor6 la supervivencia en comparacion con la vacunacion i.d. u
oral primaria. De hecho, parecia que la proteccion habia menguado en los primeros ratones. Por el contrario, €l
refuerzo oral después de la inmunizacion oral mejord la mediana de la supervivencia de los ratones C3H/HeN
vacunados con LVS o SCHU S4AcipB (del ejemplo 1).
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Tabla 3. Supervivencia de ratones con refuerzo oral inmunizados i.d. después de exposicion con aerosol con SCHU

S4.
Cepa de ratén vacuna 'Tielmlpo hasta I,a muerte de los ratones |Mediana Qel tiempo hasta la
individuales (dias) muerte (dias)
BALB/c ninguna 5,5,5,55,5 5
BALB/c LVS 6,7,8,8 7,5'
BALB/c SCHU AV 6,6,6,6 6
BALB/c SCHU S4AclpB 7,9,11,11,>28 11
BALB/c SCHU S4AjgIC 5,6,6,6 6
C3H/HeN ninguna 5,5,6,6,6,6, 6
C3H/HeN LVS 5,6,7,7,7,8 7
C3H/HeN SCHU AV 5,5,6,7 55
C3H/HeN SCHU S4AclpB 8,13,16,16,19 16"
C3H/HeN SCHU S4AjgIC 5,6,6,6,7 6
! supervivencia significativamente mayor (P<0,05) que para ratones sin tratamiento previo o ratones inmunizados
con SCHU S4AigIC.

Tabla 4. Supervivencia de ratones con refuerzo por via oral inmunizados por via oral después de exposiciéon con

aerosol.
Cepaderaton |vacuna 'Tielmlpo hasta I,a muerte de los ratones |Mediana Qel tiempo hasta la
individuales (dias) muerte (dias)
BALB/c ninguna 5,5,5,55,5 5
BALB/c LVS 5,6,7,8,8 7'
BALB/c SCHU AV 5,5,5,5,5 5
BALB/c SCHU S4 A clpB 5,6,11,19,>28 11
BALB/c SCHU S4 A jgIC 5,5,5,5,5 5
C3H/HeN ninguna 5,5,5,55,5 5
C3H/HeN LVS 5,6,7,8,8 7'
C3H/HeN SCHU AV 5,5,5,5,5 5
C3H/HeN SCHU S4 A clpB 11,15,>28,>28,>28 >28'
C3H/HeN SCHU S4 A jgIC 5,5,5,5,5 5
" supervivencia significativamente mayor (P<0,05) que para ratones sin tratamiento previo o ratones inmunizados
con SCHU S4A iglC.

Ejemplo 5: Evolucion de la infeccién en ratones vacunados

Se ha examinado previamente la cinética de la infecciéon de LVS en ratones inmunizados i.d. (Chen et al 2003). Por lo
tanto, se determinaron las caracteristicas de crecimiento in vivo de SCHU S4AcipB (tabla 5).

Los resultados de los ejemplos 2 a 4 muestran que para vacunas a base de SCHU S4 ni la inmunizacion oral, ni el
refuerzo, ni el uso de ratones C3H/HeN confirid ninguna ventaja en la supervivencia sobre una Unica inmunizacion i.d.
de ratones BALB/c. Por lo tanto, los estudios restantes usaron sélo ratones BALB/c inmunizados i.d. Ademas, puesto
que SCHU S4Aig/C no provocd ninguna proteccion, y SCHU AV fue inferior a SCHU S4AclpB, no se prosiguio

adicionalmente con estos grupos de control.
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Se determinaron las caracteristicas de crecimiento in vivo de SCHU S4AcipB (del ejemplo 1) y se muestran en la tabla
5. En resumen, se retiraron los 6rganos en los tiempos indicados, se homogeneizaron en solucion salina estéril, se
diluyé y se plaqued en medio CHAH. Se realizaron recuentos de colonias después de 48-72 h de incubacién a 37 °C.
La cinética de crecimiento in vivo general de SCHU S4AclpB era similar a los resultados publicados anteriormente para

LVS (Chen et al, 2003).
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Tabla 5. Crecimiento in vivo de SCHU S4AclpB después de inoculacién i.d. en BALB/c.

Tejido Log1o = D.E. de carga bacteriana el dia después de la infeccion:

2 4 7 16
piel 6,84 £ 0,17 5,49 + 0,57 4,21+ 0,44 <1,30 (0/5)
bazo 4,87 £ 0,36 6,49 £ 0,52 4,59+ 0,14 3,69+0,11
higado 4,55+ 0,38 5,89 + 0,33 4,63+0,13 3,78 (1/5)
pulmones 1,78(1/5) 2,55+0,70 3,47 £ 0,41 <1,30 (0/5)
N=5 ratones/grupo; ( ), proporcion de érganos infectados usados para calcular la media.

También se examind la evolucion de la infeccién iniciada por inhalaciéon de SCHU S4 natural en ratones sin tratamiento

previo y ratones inmunizados usando los procedimientos descritos anteriormente (tabla 6).

Tabla 6. Crecimiento in vivo de F. tularensis SCHU S4 después de la exposicién con aerosol de los ratones vacunados.

Log10 DE de carga bacteriana el dia después de la exposicién con

Grupo de vacuna Tejido aerosol-
2 4 7 10 14
sin tratamiento previo |pulmones [6,09 £ 0,11 7,71 £0,20
LVS 6,0 +0,17 7,52+0,07 [8,31£0,20
AclpB 4,79+0,93% |594+0,46" (6,27 +0,96% |6,91+0,96 |3,97 +1,83
sin tratamiento previo |higado 4,04 £0,88 7,99 +0,25
LVS 307+058 |577+0,13" |7,94+0,73
AclpB 1,87 (2/4)" 426+0,41" 414 +0,64% |533+0,70 |3,70 (3/4)
sin tratamiento previo |bazo 3,85+1,0 8,26 + 0,98
LVS 213+0,76" [575+0,17" |7,54+0,92
AclpB 243+046' |3,76+0,38"? |3,63+0,58% |4,52+0,82 |3,41+1,43
sin tratamiento previo |sangre/ml |2,82 + 0,94 7,19+ 0,03
LVS 3,47 (1/4)' 3,22+0,87" 4,22 (2/4)
AclpB 2,85 (1/4)' 2,0 (1/4)" 2,0 (1/4) 4,38 (2/4)  |<2,0 (0/4)

Ratones (n=4/grupo);

! carga significativamente menor que en ratones sin tratamiento previo
2 carga significativamente menor que en ratones inmunizados con LVS
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Ambas vacunas confirieron eficazmente control de la bacteriemia intensa asociada con la infeccién primaria. El dia 2
de la infeccion, los ratones inmunizados con SCHU S4AcipB albergaron significativamente menos bacterias en sus
pulmones que los ratones sin tratamiento previo o ratones inmunizados con LVS. El dia 4 de la infeccidn, las cargas
pulmonares fueron similares en ratones sin tratamiento previo y ratones inmunizados con LVS, con cargas en ratones
inmunizados con SCHU S4AclpB a niveles significativamente menores. Los ratones inmunizados con LVS albergaron
>100 veces menos bacterias en sus higados y bazos que los ratones sin tratamiento previo el dia 4, y los ratones
inmunizados con SCHU S4AcipB albergaron significativamente menos bacterias que los ratones inmunizados con
LVS. Los ratones sin tratamiento previo no sobrevivieron mas alla del dia 5. El dia 7 de la infeccién, los ratones
inmunizados con LVS albergaron una carga bacteriana en los pulmones que fue significativamente mayor de la carga
en los pulmones de los ratones inmunizados con SCHU S4AcipB. En este momento, los ratones inmunizados con
SCHU S4AcipB tenian un mejor control de la infeccion en el higado y bazo que los ratones inmunizados con LVS.
Ningun raton inmunizado con LVS sobrevivié al dia 10 de infeccion. El dia 10, los ratones inmunizados con SCHU
S4/AclpB albergaron nimeros de bacterias similares en los pulmones, higado y bazo a los del dia 7. Sélo entre los dias
10-15 estos ratones empezaron a reducir la carga bacteriana en los pulmones hasta los niveles bajos observados en el
higado y bazo a lo largo de la evolucion de la infeccion.

Ejemplo 6. Supervivencia de ratones inmunizados i.d. frente a exposicion intranasal.

Se inmunizaron i.d. ratones Balb/c con 10° UFC de LVS o SCHU S4AclpB (del ejemplo 1), a continuacion se
expusieron 6 semanas después por via intranasal con 10, 100, o 1000 UFC de SCHU S4 junto con ratones sin
tratamiento previo con edades coincidentes. Los resultados se muestran en la figura 4. Se muestra que un 100 % y un
80 % de los ratones inmunizados con SCHU S4AclpB sobrevivieron a la exposicién i.n. con 10 y 100 UFC de SCHU
S4 respectivamente en comparacion con un 30 % y un 0 % de los ratones inmunizados con LVS. Ningun ratén
inmunizado sobrevivié a la exposicion i.n. con 1000 UFC de SCHU S4, pero los ratones inmunizados con SCHU
S4/AclpB sobrevivieron significativamente mas tiempo que los ratones inmunizados con LVS.

Ejemplo 7. Proteccién de ratones C57BL/6.

Se ha demostrado de forma consistente que la vacunacion i.d. de ratones C57BL/6 con LVS no los protege frente a la
exposicion i.d. o respiratoria con SCHU S4.

Se inmunizaron i.d. ratones C57BL/6 con 10° UFC de SCHU S4AclpB o LVS, a continuacién se expusieron 6 semanas
después con 20, 200 0 2000 UFC de SCHU S4 ID o0 20 UFC SCHU S4 i.n. Los resultados se muestran en la figura 5.
Ningun raton inmunizado con LVS sobrevivio a la exposicion i.d. ni i.n. con SCHU S4, mientras que un 80 %, 100 % y
un 60 % de los ratones inmunizados con SCHU S4AcipB (Ejemplo 1) sobrevivieron a la exposicién i.d. con 10, 100 o
1000 UFC de SCHU S4. Ningun raton sobrevivié a la exposicion i.n., pero los ratones inmunizados con SCHU S4AcipB
sobrevivieron mas tiempo que los ratones inmunizados con LVS. En todos los casos, los ratones inmunizados con
SCHU S4AcipB sobrevivieron significativamente mas tiempo (P<0,001) que los ratones inmunizados con LVS.

Ejemplo 8: Resistencia al choque térmico

Se examind el grado de sensibilidad de las cepas de F. tularensis mutantes del ejemplo 1 y otras cepas al tratamiento
térmico.

Se suspendieron individualmente SCHU S4 natural, SCHU S4AfupA (SCHU S4 AFTT0918; Twine et al, 2005), SCHU
S4AcapB (Conlan et al, 2010), SCHU S4AwbtC y SCHU S4AclpB (Ejemplo 1) en solucién salina a una concentracion
de aproximadamente 10° UFC/m. Se calentaron las muestras a 50 °C y se monitorizoé la supervivencia el transcurso de
30 minutos.

Con la excepcion de SCHU S4AcipB, todas las cepas pudieron soportar el estrés térmico. Sin embargo, SCHU
S4/AclpB presento una pérdida de viabilidad de mas de un 99 % en 30 minutos. Por tanto, se requiere claramente el
gen clpB para proteger la F. tularensis virulenta del estrés térmico tal como el que se encuentra durante un periodo de
tiempo prolongado en el huésped febril.

Los modos de realizacion y ejemplos descritos en el presente documento son ilustrativos y no se pretende que limiten
el alcance de la invencion como se reivindica. Ademas, puede que la combinacién analizada de los rasgos
caracteristicos no sea necesaria para la solucion de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Una cepa de Francisella tularensis mutante en la que el gen clpB esta inactivado, en la que el mutante se deriva
de una cepa clinica natural de F. tularensis seleccionada del grupo que consiste en SCHU S4, FSC033 o
FSC108, y FSC200.

La cepa de F. tularensis mutante de la reivindicacion 1, en la que el mutante esta mas atenuado que F. tularensis
LVS.

La cepa de F. tularensis mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que el gen clpB esta
eliminado.

La cepa de F. tularensis mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que se han eliminado 2463
pb del clpB.

Una composicién que comprende la cepa de F. tularensis mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, y un diluyente, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicion de la reivindicacion 5, en la que la composicion es una vacuna y el mutante esta vivo.

Una cepa de F. tularensis mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composicion de las
reivindicaciones 5 o0 6 para su uso para conferir inmunidad frente a una exposicién dérmica o respiratoria con F.
tularensis en un huésped.

La cepa de F. tularensis mutante o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que la
cepa de F. tularensis mutante o la composicion se preparan para su administracion por via intradérmica (i.d.), por
via subcutanea, por escarificacion, por via intramuscular, por via oral o por inhalacion.

La cepa de F. tularensis mutante o la composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en la que el
huésped es un animal o un ser humano.

La cepa de F. tularensis mutante de acuerdo con la reivindicacién 2 o la composicién de acuerdo con la

reivindicacion 5 o 6 para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en la que la cepa mutante o la composiciéon se
administra una sola vez.
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ATGGATATAAATAAATTTACAATAAAACTACAAGAAGCTCTAGCTGAGGCTCAATCT
TATGCTTTTCAACAAAAAGCAACTGAGTTTACATCAGCACATATACTAAAAGCTCTTT
TGGAGCAAAATGATAGTGTTGCTATATCTATATTAAGCGTTTGTGGTGTTAATATAC
AAAACTTTATAAAAGCTGTAAATGATATGGTTGATAGTGTTGCGGTATTATCTGGAG
AAGGTAACCCTCAAGTAACACCATCTAGAGATTTAATAGCTACATTACATAAAATGC
AAGGGCTTGCTAATAAAAATGGTGATGAGTTTATCTCGAGTGAGGTTTTCTTATTAG
CCTCTTTAGAAGACAAAAGTTTAACTGGACTGTATAACAAATTTGGTATTACAAAAG
AAAAATTAACAAAAGCAGTCAATGATTATCGCGGAGGGGAGAAAGTGAGTAGTCAA
AATCAAGAAGATATGAAAGGTGCATTAGATAAATACACGGTAGATCTAACTGATCTA
GCGAGAAAAGGAAAAATTGATCCAATAATCGGTAGAGATAGTGAGATCCGTAGAAC
TATTCAAGTATTACAAAGAAGAACTAAGAACAACCCTGTGCTTATAGGTGAGCCTG
GTGTTGGTAAAACTGCTATTGTTGAGGGCTTAGCTCAACGAATAGTTAATGATGAA
GTACCAGAAGGTGTCAAAGGTAAAAAAGTACTATCATTAGATATGGGTGCACTGCT
AGCTGGTGCTAAATTTAGAGGAGATTTTGAAGAGCGTCTAAAATCTGTATTAAAAGA
GTTATCAAAACAAGAAGGTAATGTAATTCTCTTTATAGATGAATTACATACTATGGTA
GGTGCTGGTAAAGCAGAAGGATCTATGGATGCTGGTAACATGCTTAAACCTGCTCT
AGCTAGAGGAGAGCTAAAGTGTGTTGGTGCAACAACTTTAGATGAGTATCGTGAGT
ATGTTGAAAAAGATCCGGCACTTGAGCGAAGATTCCAGAAAGTGCTAGTTGATGAA
CCTACTGTAGAAGATACTATCGCTATACTTAGAGGCCTAAAAGAAAGATATGAGCTA
CATCATGGTGTAAATATCACAGATTCAGCTATTGTAAGTGCAGCAACTTTGTCACAT
AGGTATATCACAGATAGACAGCTACCTGATAAAGCTATAGATCTAGTAGATGAAGC
AGCAAGCCAAATTCGTATGGAAATAGACTCTAAACCTGAAAAAATGGAAAGCTTATA
TCGTAGAATCATCCAGCTGAAAATGCAACGCGAACAGCTAAAGAAAGAGAAAGATG
ATGCTACTAAAAAACGTTTAGAGATACTTGAGCAAGAAATAAAAGGGCTAGACTCC
GAGTATAAAGGACTAGAAGAGCTTTGGAAAGCTGAAAAGCTTAAGATGCAAGGTAC
AAGTAAACTAAAAGAAGAGCTTGAGAAAGCCAAGTTTGAACTTGAAAAGTACCAAA
GAGTGGGTGATTTGAGCAAAATGGCAGAATTACAATACGGTAAAATACCTGAGCTA
GAAGCACAAATTAAACAAATAGAAGAAACTGAAGCAGAACCTTCTGAAAACAAATTA
GTAAGAACATCTGTTACAGAAAATGAGATTGCTGATGTAGTTTCAAAAGCTACTGGA
ATACCTGTGTCTAAGATGATGGAAGGCGAAAAAGACAAGCTTCTAAATATGGAAAG
TTTCTTACATAAAAGAGTAATCGGACAAGATCAAGCTATAAAAGCAGTATCAAATGC
TGTAAGAAGATCTCGTTCTGGATTATCAGATCCAAATAGACCTATAGGCTCATTCAT
GTTCTTAGGTCCAACTGGTGTCGGTAAAACTGAGCTTACAAAAGCTTTAGCAGAGT
TTTTGTTITGATGATGAAGATGCCATGCTTAGAGTAGATATGTCTGAGTTTATGGAGA
AACATTCTGTAGCTAGACTAATAGGCGCACCTCCTGGATACGTAGGTTATGAACAA
GGCGGCTATCTAACTGAACATGTTAGAAGAAAACCTTATTCTGTAATCTTACTTGAT
GAGGTTGAAAAAGCTCATGCTGATATATTTAACATCTTACTACAAGTGCTTGACGAT
GGTCGCCTAACAGATGGGCAAGGCAGAACAGTAGACTTTAAAAATACTGTAATAGT
TATGACTTCTAACCTTGGTTCACATCGAATCCAAGAAATGCAAGGTCAGGATTATGA
. AACAGTAAAATCTGCTGTAATGGAAATGGTACTTAGCCACTTTAGACCTGAATTTGT
AAATAGAGTTGATGATGCAATTGTCTTTGAACCTCTAAACAAAGAGATGATAACTGA
AATAGCTAAAATACAAATCAAACGCTTAGAAAAACGTCTAGCAGATCTAAGTATAGG
ATTAGAAGTCACAACTGGAGCTATGGATAAACTAGCTGATGCTGGCTTTGATCCTG
TGTTTGGTGCTAGACCGCTTAAGCGCGCTATTCAAAACAACTTAGAAAACCCTCTG
GCTCTAAAACTTCTAGATGGTGAGTTTAAAGCTGAAGATAAAATAGTTGTCGATATT
GACGCTAATAACAATATTATATTCTCTAAATAA

FIG. 1
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