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RESUMEN. Vibrio cholerae es el agente causal de la enfermedad diarreica epidé-
mica conocida como célera. Este microorganismo es capaz de crecer como biofilm
sobre superficies abidticas y bidticas. Se plantea que la formacion de biofilm por V.
cholerae pudiera constituir una ventaja adaptativa para su sobrevivencia en los
ecosistemas acuaticos. Para el establecimiento de un biofilm maduro es necesario
la produccién de un exopolisacirido denominado EPSF. En este trabajo se descri-
be la construccién de mutantes derivados de la cepa vacunal atenuada V. cholerae
1333 por la inactivacion del gen VC0934 que codifica para una glicosiltransferasa
involucrada en la sintesis de EPS®". La inactivacion de este gen, que incapacita a
los mutantes de producir biofilm, fue realizada con el objetivo de disminuir el im-
pacto ambiental de este candidato vacunal vivo. Los mutantes mantuvieron simila-
res caracteristicas deseadas de su cepa parental como: serologia, morfologia,
motilidad y colonizacién en el modelo del ratén lactante. Resultaron ademas, inca-
paces de desarrollar el fenotipo rugoso bajo condiciones inductoras, siendo este la
variante més resistente ala accién de distintos agentes como el cloro. Cuando a los
mutantes se les restituyo el gen VC0934 salvaje se obtuvo una recuperacion de la
capacidad formadora de biofilm en ellos. Adicionalmente, se construyé un mutante
VC0934 derivado de la cepa toxigénica de V. cholerae C7258 que resulté tan virulen-
to como su cepa parental en el modelo del ratén lactante, 1o cual sugiere que el gen
VC0934 no desempena un papel importante en la patogenia de V. cholerae. Todos
estos resultados llevan a concluir que la mutacién en VC0934 es una caracteristica
ventajosa para candidatos vacunales vivos de V. cholerae porque no afecta impor-
tantes propiedades de una cepa vacunal y si permitiria afectar su sobrevivencia en
el ambiente acuético.

ABSTRACT. Vibrio choleraeis a gram-negative aquatic bacterium responsible for the
acute diarrheal disease of cholera, which is an epidemic illness that causes significant
morbidity and mortality in the developing word. V. cholerae is able to grow as biofilms
over abiotic and biotic surfaces. It has been suggested that the formation of biofilm by
V. cholerae could be an important factor for the survival of this bacterium in the aquatic
ecosystem. The synthesis of an exopolysaccharide is required for biofilm formation.
This work describes the construction of mutants, derived from the attenuated vaccine
strain of V. cholerae 1333, by inactivating of the gene VC0934 that encodes a
glicosiltransferase required for production of the exopolysaccharide. Inactivation of this
gene, which renders the mutants unable to form biofilms, was aimed at diminishing
the environmental impact of live vaccine candidates. The mutants retained desired
characteristics of the parental strain such as normal morphology, serology, motility and
colonization in the suckling mouse model. Besides their inability to produce biofilms
the mutants were also unable to produce the rugose phenotype under inducing condi-
tions. When a wild type copy of the VC0934 gene was restored to the mutants they
recovered the capacity to produce biofilm. Additionally, a glicosiltransferase mutant of
the toxigenic strain of V. cholerae C7258 was constructed and it was as virulent as the
parental strain in the suckling mouse model, which suggests that the gene VC0934 does
not play an important role in V. cholerae pathogenicity. These results allowed to con-
clude that mutation of the gene VC0934 is probably a desirable feature in live cholera
vaccine candidates because it does not significantly affect important properties of the
vaccine strains while it seems to affect its environmental survival.

INTRODUCCION

Vibrio cholerae, una bacteria Gram
negativa que habita en varios tipos
de ambientes acuaticos, es el agen-
te causal de la enfermedad diarreica
epidémica conocida como célera.
En lasregiones donde esta enferme-
dad es endémica, las epidemias ocu-
rren con una tendencia estacional,
siendo V. cholerae de dificil aisla-
miento en las aguas en los periodos
interepidémicos, tras los cuales sue-
le resurgir en multiples focos dan-
do lugar a la préxima epidemia.! Se
ha sugerido que en estos periodos
interepidémicos la bacteria se en-
cuentra en un estado viable, pero no
cultivable bajo el cual retiene su vi-
rulencia? y que el fitoplankton y el
zooplankton son sus reservorios en
el ambiente acuatico. Numerosos
estudios demuestran que V. chole-
rae es capaz de unirse a superficies
tanto abiéticas®* como biéticas*® for-
mando una estructura tridimensio-
nal ordenada denominada biofilm,*¢
constituida por aglomerados de bac-
terias rodeados por canales de agua,
que permiten la entrada de nutrien-
tes a las células asociadas al biofilm
y la salida de metabolitos téxicos.
En el estado natural, el microorga-
nismo se ha encontrado asociado a
superficies de plantas, algas verdes
filamentosas, zooplankton, crustéa-
ceos e insectos.™®

El establecimiento del biofilm
pudiera ser un factor importante en
la sobrevivencia de V. cholerae en el
ambiente acuético, pues dentro de
esta estructura el microorganismo
puede establecer transacciones
metabdlicas favorables con otros
miembros del biofilm y a su vez, pro-
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Tabla 1. Cepas y plasmidios utilizados.
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hombre tiene un mayor contacto. 16-1, 16-2, 16-3, Derivados de 1333, mutantes en el gen VC0934 (obtenidos
Por tanto, la habilidad de formar 17-1,17-2, 17-3, en este trabajo).

biofilm puede ser en parte respon- 17-4,17-5, 17-6, 17-7

sable de la rapida dispersién de V. MC43 Derivado de C7258, mutante en el gen VC0934 (obtenido
cholerae durante las epidemias. en este trabajo).

Para la formacién del biofilm es M16131 16-1 complementado con el gen VC0934 salvaje luego
necesario la produccién de un exo- de un proceso de reemplazamiento alélico (obtenido en este
polisacérido® denominado EPSEt, trabajo).

Plasmidio

Este exopolisacarido asociado con
la variante de colonia rugosa es ca-
paz de proteger a la célula de la ac-
cién bactericida del cloro y del pe-
réxido de hidrégeno.®!! Las protei-
nas encargadas de su sintesis y ex-
portacién se encuentran codifica-
das por un fragmento cromosomal
de 26,5 kb denominado vps y por
otros loci en el genoma de V. chole-
rae. 32 En ausencia de los genes vps
las células solo forman una monoca-
pa en la superficie.”

Este trabajo tuvo como objetivo
describir la obtencién y caracteriza-
cién de mutantes derivados de can-
didatos vacunales de V. cholerae in-
capaces de formar biofilm por la
inactivacién del gen VC0934, que
forma parte de la regién vps y codi-
fica para una glicosil transferasa.
Estos mutantes se construyeron
con el fin de disminuir la sobrevi-
vencia en el ambiente de estas ce-
pas vivas atenuadas, teniendo en
cuenta que su liberacién al ambien-
te constituye uno de sus mayores in-
convenientes. Ademas, se demostré
que el producto del gen VC0934 no
es un elemento importante para la
patogenia de V. cholerae, por lo cual,
se prevé que su mutacién no afec-
tara las propiedades inmunogé-
nicas de los nuevos candidatos va-
cunales VC0934 obtenidos.

MATERIALES Y METODOS
Cepas, medios de cultivo y plasmi-
dios utilizados

La Tabla 1 muestra las cepas bac-
terianas y plasmidios utilizados en
este trabajo.

Las cepas fueron cultivadas en
medio LB (triptona 1 %, extracto de
levadura 0,5 %, NaCl 1 %) y medio
LB sacarosa (triptona 1 %, extracto

pGEMP® T Vector

Derivado del pGEM® 5Zf(+) utilizado para la clonacion

de productos de A que poseen adenina en sus extremos.

pGEM T-vector que contiene el producto de A% del gen

pPGEM34 con una delecién interna Azs7-4y/Z/7de 300 pb
en el gen VC0934, responsable de su inactivaciéon (este

Vector suicida en % ¢#ose7eze con o7z de replicacion del R6K

y 0727°del RP4. Ampr y contiene ademas, el gen szc5,

pCVD442 con la banda Sz2/~S2A derivada del pG34 que se

corresponde con el fragmento que contiene al gen VC0934

Amp*.1
pGEM34

VC0934 de Z ctolernze (este trabajo).
pG34

trabajo).
pCVD442

como marcador de contraseleccién.'*
pCVA34

inactivado (este trabajo).
CV34

pCVD442 portando la banda Sz2/Sw//del pGEM34

que contiene al gen VC0934 salvaje (este trabajo).

de levadura 0,5 %, sacarosa 15 %).
Para medio sélido se utiliz6 agar al
1,5 %, excepto para LBAgar suave
en el que se empleé al 0,3 %. Cuan-
do fue necesario a los medios se le
ahadieron los antibiéticos siguien-
tes: ampicillina (Amp) en una concen-
tracién de 100 pg/mL y polimixina a
10 ug/mL .

Amplificacion por reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) del
gen VC0934 de Vibrio cholerae

Se amplificé por PCR un frag-
mento de 1,4 kb que contenia al gen
VC0934 a partir del ADN cromosé-
mico de la cepa de V. cholerae C7258,
utilizando los cebadores 6585 (5°-
GCATGCGTCTAGTGATGAAGG-
37)y 6586 (5" TCTAGACTGTCTTA-
ATACGC-3") que hibridan con las
regiones flanqueantes 5° y 3°del
gen respectivamente. En la secuen-
cia del cebador 5 “se adicion6 un si-
tio Sphl para facilitar la clonacién
posterior del fragmento en el plas-
midio pCVD442. El producto de

PCR obtenido fue ligado en el plas-
midio pGEM-Tvector, luego electro-
porado en células de E. coli JM109
que se sembraron en placa de LB
con suplemento de ampicillina para
de esta forma seleccionar los trans-
formantes y obtener el pGEM34.

Construccion de mutantes en el
gen VC0934 derivados de las cepas
de Vibrio cholerae 1333 y C7258

La construcciéon de mutantes ge-
néticamente definidos deficientes
en la sintesis de una glicosiltrans-
ferasa codificada por el gen VC0934
relacionada con la producciéon del
exopolisacarido, fue realizada me-
diante reemplazamiento alélico de
este gen en el cromosoma de las ce-
pas de V. cholerae 1333 y C7258 con
un alelo mutado que se construyé
como sigue:

Se inactivo el gen VC0934 clona-
do en el PGEM34 a través de una
delecién NarI-BgllI de 300 pb, con lo
que se obtuvo el plasmidio pG34, del
cual se extrajo el fragmento Sphl-
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Sall, que contenia el gen VC0934 in-
activoy se subcloné en el vector sui-
cida pCVD442 para obtener el plas-
midio pCVA34. Este ultimo fue in-
troducido en V. cholerae 1333 y
C7258 mediante conjugacién incu-
bando una mezcla de la cepa donora
de E.coli S17-1 (previamente trans-
formada con pCVA34) y la aceptora
de V. cholerae (1:1) en medio LB du-
rante 4 h a 37 °C . Los transforman-
tes resultantes fueron selecciona-
dos en placas de LB con suplemen-
to de ampicillina. La integracién de
pCVA34 en el cromosoma de V.
cholerae fue analizada mediante
Southern blot. Los cointegrantes co-
rrectos fueron cultivados en caldo
LB sin presién selectiva de antibi6-
tico y extendidos posteriormente en
placas de LB sacarosa con el objeti-
vo de seleccionar aquellos clones
que luego de un proceso de doble
recombinacién homéloga habian
eliminado el plasmidio de su cromo-
soma. Los segregantes correctos
fueron seleccionados por Southern
blot.

Hibridacion por Southern blot

La técnica de hibridacién Southern
blot se realiz6 segin Sambrook y
col.”® Las muestras del ADN cro-
mosomal, digeridas previamente
con la enzima Aval, fueron corridas
en un gel de agarosa al 0,8 %y trans-
feridas a una membrana de nylon
del tipo Hybond-N siguiendo un
procedimiento de transferencia
alcalina por capilaridad descenden-
te.’® Como sonda se utilizé el frag-
mento Xbal/Ncol derivado del plas-
midio pGEM34 que contenia el gen
VC0934. La deteccién se realizé con
el sistema no radioactivo de digoxi-
genina (DIG) de Boéehringer Man-
nheim.

Aislamiento, purificacion de ADN
y transformacion bacteriana

El aislamiento de ADN genémico
de V. cholerae se realizé segiin el méto-
do de Ausubel y col.' y la purificacién
de ADN plasmidico mediante el Sis-
tema Wizard Plus Midipreps DNA
purification System de Promega. La
separaciéon del ADN en geles de
agarosa fue hecha segiin Sambrook y
col.®y la purificacién de fragmentos
de ADN a partir de estos se realizé con
el sistema GFX PCR DNA and gel
Band Purification de Amersham
Pharmacia Biotech segtn las reco-
mendaciones del fabricante. Las
cepas de E. coli fueron transforma-
das con ADN plasmidico mediante
electroporacién segun Dower y
col.18

Cuantificacion del biofilm

Las cepas bacterianas fueron
crecidas estaticamente en medio
LB en placas multipozos de polies-
tireno a temperatura ambiente du-
rante 24 h . Se determiné la densi-
dad 6ptica (DO) del cultivo a 540 nm
para evaluar el crecimiento y luego
de un lavado con disolucién salina
PBS (NaCl 0,14 mol/L, KC1 2,7 mmol/
L, Na,HPO, 0,01 mol/L, KH,PO,
1,8 mmol/L, pH 7,4) el biofilm fue te-
nido con violeta cristal 0,1 % duran-
te 30 min . Luego de un segundo la-
vado con PBS las células adheridas
a la pared del pozo fueron despren-
didas por adiciéon de dimetilsul-
féxido, y se cuantificé el biofilm
mediante la determinacién de la DO
a 540 nm .

Induccion del fenotipo rugoso

Los mutantes fueron incubados
en agua peptona alcalina (1 % NaCl,
1 % peptona, pH 8,5) a 37 °C duran-
te 22 d . Al cabo de distintos tiem-
pos, se esparcieron diluciones de
cada cultivo en placas de LB sélido
para detectar el fenotipo de las co-
lonias crecidas.

Caracterizacion de los mutantes
obtenidos

Serologia y observacion morfo-
légica

La determinacién serolégica fue
realizada con el empleo de sueros
polivalentes aglutinantes de V.
cholerae Ogawa, Inaba y O1 obteni-
dos en conejos suministrados por
Murex Biotech Ltd.

El examen morfolégico se reali-
z6 al microscopio electrénico me-
diante tincién negativa con acetato
de uranilo (4 %).

Ensayo de motilidad

Colonias aisladas de una placa
fresca de LB fueron sembradas por
puncién (2 a 3 mm) en una placa de
LB Agar 0,3 %. El didmetro de cada
colonia expandida en el agar suave
fue medido al cabo de 24 h de incu-
bacién a 30°C .

Colonizacion en el modelo del
raton lactante

Grupos de quince ratones BalB/
cde 3 a5 d de nacidos, luego de ser
separados de sus madres durante
4 h, fueron inoculados intragéastri-
camente con 10°unidades formado-
ras de colonias (UFC) de las cepas
de V. cholerae 16-1, 17-2 6 1333. Las
células utilizadas en el inéculo fue-
ron crecidas en 5 mL de caldo LLB a
37 °C hasta una DO de 1,0 a 600 nm,
partiendo de colonias de placas fres-
cas. Los titulos bacterianos en los
inéculo fueron determinados exten-

diendo diluciones seriadas de cada
uno en placas de LB. Los ratones
fueron devueltos a sus madres lue-
go de cuatro horas de inoculados. Al
cabo de las 24, 72 y 120 h fueron sa-
crificados grupos de cinco ratones,
a los cuales se les extrajo el intesti-
no delgado, que posteriormente fue
lavado y homogenizado en 5 mL de
PBS. Diluciones seriadas de cada
homogenado se sembraron en pla-
cas de LB polimixina para cuantifi-
car el namero de vibrios presentes
en ellos.

Ensayo de virulencia

Utilizando un procedimiento si-
milar al ensayo de colonizacién fue-
ron inoculados grupos de diez rato-
nes con las cepas C7258, el mutante
MC43 y la cepa vacunal atenuada
1333, esta ultima utilizada como
cepa control negativo del experi-
mento. Al cabo de 24, 72 y 120 h se
determiné el nimero de ratones so-
brevivientes.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion de mutantes definidos
derivados de V. cholerae 1333 en el
gen VC0934

Yildiz y Shoolnick reportaron la
existencia de una agrupacién de
genes (cluster) en el cromosoma de
V. cholerae, implicados en la produc-
cién del exopolisacarido (EPS*™) re-
querido para la formacién de un bio-
film maduro?® a la cual, llamaron vps.
Estaregion de 26,5 kb que se extien-
de entre los marcos abiertos de lec-
tura (ORF) VC0915 al VC0939, con-
tiene dos agrupamientos de genes
(ORFVC0916 al VC0927 y VC0934 al
VC0937) que presentaban similitud
con genes conocidos implicados en
la biosintesis y transportacién de
polisacaridos, y un agrupamiento
intermedio (ORF VC0928 al VC0933)
que codifica para proteinas con fun-
ciones no relacionadas con la sinte-
sis de polisacaridos. Los genes cues-
ta arriba del ORF VC0937 al parecer
tampoco estan involucrados en la
sintesis de polisacaridos."

Con el fin de impedir la produc-
cién de EPS* 'y de esta forma, evi-
tar la formacién de biofilm en la
cepa vacunal de V. cholerae 1333
para disminuir su impacto ambien-
tal, se procedié a inactivar el gen
VC0934 que codifica para una glico-
siltransferasa involucrada en la sin-
tesis del exopolisacarido. Luego de
un proceso de recombinacién ho-
moéloga, se obtuvieron 10 mutan-
tes derivados de 1333 con una co-
piainactiva del gen VC0934 en el ge-
noma mediante reemplazamiento
alélico del gen salvaje en el cromo-
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soma de la cepa por el alelo mutado
del plasmidio pCVA34. Para ello, el
pCVA34 fue introducido en V. chole-
rae mediante conjugacién generan-
do un grupo de cointegrantes pro-
ducto de un primer evento de re-
combinacién homéloga entre los
fragmentos adyacentes a la delecién
en el plasmidio y los fragmentos
homoélogos en el cromosoma de la
cepa.

Como resultado del proceso de
segregacién de los cointegrantes co-
rrectos, se seleccionaron 10 clones
para identificar por Southern blot la
presencia del gen VC0934 mutado
en el genoma (Fig. 1). Con este fin,
el ADN cromosémico de los mutan-
tes y de la cepa parental fueron di-
geridos con la enzima Aval, que po-
see dos sitios de corte en las secuen-
cias que flanquean por ambos lados
al gen VC0934 en el genoma de V.
cholerae. De esta forma, la cepa pa-
rental resulta en una banda de 3,6 kb
y las cepas mutantes en una banda
de 3,3 kb que se corresponde, en este
ultimo caso, con el gen inactivado
producto de la delecién. Todos los
clones analizados presentaban la
delecién de 300 pb en el gen VC0934.

Formacion y cuantificacion del
biofilm

La capacidad de formar biofilm
fue evaluada en los mutantes de V.
cholerae 1333. El biofilm fue cuan-
tificado mediante la determinacién
de la DO a 540 nm . Se observé que
aunque todas las cepas mostraban
un crecimiento similar, existian di-
ferencias notables en cuanto al es-
tablecimiento del biofilm: los mu-
tantes fueron incapaces de producir
biofilm (o lo hicieron a niveles mi-
nimos) a diferencia de la cepa parental
1333 que exhibe una DO, pro-
medio de 1,95. La figura 2 muestra
los resultados del ensayo de forma-
cién y cuantificacién del biofilm de
los mutantes 16-1 y 17-2. El resto de
los mutantes evaluados se compor-
taron de un modo similar a estos
dos.

Con el objetivo de determinar si
el fenotipo mostrado por los mutan-
tes se debia inicamente a la muta-
cién introducida en el gen VC0934,
se le restituyé al mutante 16-1 la co-
pia salvaje del gen. Para ello, el plas-
midio pCV34, que portaba el gen sal-
vaje clonado, se introdujo median-
te conjugacién en la cepa mutante
16-1 y a través de un procedimiento
similar al utilizado para la obtencién
de los mutantes, se logré intercam-
biar el alelo mutado en el cromoso-
ma por el funcional y se obtuvo la
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Fig. 1. Andlisis por Southern blot de los segregantes derivados de los cointegrantes de
1333 con el plasmidio pCVA34. Como sonda se usé el fragmento Xbal/Ncol del plasmi-
dio pGEM34 que contiene el gen VC0934. Cada carril se corresponde con la digestion
Aval de los ADN cromosémicos de, B: 16-1, C: 16-2, D: 16-3, E:17-2, F: 17-2, G: 1333, H:
17-3,1:17-4,J:17-5, K: 17-6, L:17-7. A y M: marcadores de talla molecular.
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Fig. 2. Ensayo de formacion de biofilm de dos de los mutantes VC0934, su cepa parental

1333y M16131.

A) Placa teniida con violeta cristal. La coloracion intensa revela la aparicion de biofilm.
B) Valores relativos del biofilm y del crecimiento bacteriano.

cepa M16131. Luego de evaluar la
formacién de biofilm se encontrd
que M16131 recuperé la capacidad
de producirlo (Fig. 2), lo que evi-
denci6é que el fenotipo mostrado
por los mutantes obtenidos estaba
asociado con la inactivacién del gen
VC0934.

Como se habia supuesto la mu-
tacién de este gen impidié la forma-
cién de biofilm en los mutantes de-
rivados de 1333. En estudios previos
sobre la formacién de biofilm por V.
cholerae en medio LB en superficies
abiéticas Waltnick y Kolter demos-
traron que mutantes en genes invo-
lucrados en la sintesis del exopolisa-

carido eran incapaces de formar
biofilm y permanecian asociados a
la superficie formando una mono-
capa.” Estos investigadores sugirie-
ron que el EPSF*desempena un pa-
pel en la estabilizacién de la estruc-
tura tridimensional del biofilm, al
permitir en el constreniimiento fisi-
co, la disminucién de las repulsio-
nes intercelulares debido al mante-
nimiento de las distancias entre las
células.”

Induccion del fenotipo rugoso

Como forma de sobrevivencia V.
cholerae puede cambiar su fenotipo
de colonias lisas a rugosas mante-
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niendo su virulencia.? Este fenoti-
po originalmente descrito por Bruce
White en 1938 exhibe una elevada
resistencia a agentes tales como el
cloro, los 4cidos, el peréxido de hi-
drégeno, la actividad bactericida
del suero mediada por el comple-
mento y condiciones de estrés oxi-
dativo y osmético.!’*! En estudios
previos realizados por Yildiz y
Schoolnik?® se demostré que la mor-
fologia rugosa de V.cholerae O1 El
Tor estaba asociada con la produc-
cién de un exopolisacarido, que pro-
movia la formacién de biofilm y que
era el responsable de la resistencia
mostrada por la variante rugosa. Te-
niendo en cuenta este hecho, se pro-
cedié a evaluar la aparicién de colo-
nias del fenotipo rugoso en el mu-
tante 16-1 y su progenitor 1333 du-
rante un periodo de 22 d, incubados
estaticamente en agua peptona
alcalina a 37 °C, condiciones que fa-
vorecen el cambio de colonias lisas
a rugosas,? con el objetivo de com-
probar si los mutantes del gen

VC0934 no eran capaces de produ-

cir el exopolisacarido. Se encontrd
que el mutante 16-1 mantenia un fe-
notipo liso hasta el dia 22 del expe-
rimento mientras que la cepa pa-
rental V. cholerae 1333 mostraba co-
lonias con morfologia rugosa a par-
tir del octavo dia de incubacién.
Este resultado confirmé que la in-
capacidad de los mutantes obteni-
dos de formar biofilm se debid a la
no-producciéon del exopolisacarido
y ademas, se prevé que el hecho de
que los mutantes no puedan formar
el fenotipo rugoso los haga mucho
mas vulnerables a los cambios am-
bientales y consecuentemente afec-
te su persistencia en el ambiente
acuatico.

Caracterizacion de los mutantes
en el gen VC0934 derivados de 1333

Con el objetivo de determinar
si los mutantes construidos con-
servaban propiedades deseadas
en candidatos vacunales vivos
para inmunizar contra V. cholerae
se estudié un conjunto de indica-
dores que se exponen a continua-
cién.

Caracteristicas serologicas y
morfolégicas

Primeramente, se analizaron las
caracteristicas seroldgicas de las ce-
pas mutadas mediante un ensayo
de aglutinacién, utilizando sueros
obtenidos en conejo. Todas las ce-
pas mantuvieron el serogrupo O1
serotipo Inaba al igual que su cepa
parental, caracteristica importante
teniendo en cuenta que la respues-

ta inmune mayoritaria generada
por una infeccién con V. cholerae es
contra el lipopolisacarido (LPS) de
la membrana externa.?

También se analizé la morfolo-
gia al microscopio electrénico de los
mutantes y al compararla con la de
su cepa parental, no se observé nin-
gun cambio notable en la forma y
tamano de la bacteria.

Evaluacion de la motilidad

V. cholerae posee un flagelo po-
lar envainado que le confiere gran
movilidad y le permite atravesar la
capa de mucus del intestino y alcan-
zar los enterocitos.?? Algunos estu-
dios aseguran que la motilidad es
un factor que contribuye a la pa-
togénesis y colonizacién del intes-
tino por la bacteria,* sin embargo,
otros investigadores han encontra-
do que mutantes no mébtiles son
completamente virulentos en el
modelo del ratén lactante, amplia-
mente utilizado para evaluar colo-
nizacién de varias vacunas vivas
atenuadas de célera.? Por tanto,
existe la posibilidad de que la mo-
tilidad pueda desempenar un papel,
aun no definido, en la regulacién de
algunos aspectos de la virulencia de
V. cholerae. Debido a esto, se eva-
lué la motilidad de los mutantes
obtenidos mediante la determina-
cién del didmetro de expansion de
las colonias en agar suave luego
de 24 h de incubacién a 30 °C . Los
mutantes fueron tan mébtiles
como su cepa parental 1333 (Ta-
bla 2), lo que evidencia que este
factor no fue alterado durante el
proceso de construccién de aque-
llos.

Tabla 2. Motilidad de las cepas.

Colonizacion en el modelo el ra-
ton lactante

La capacidad colonizadora de las
cepas mutadas y su persistencia en
el intestino delgado murino fue eva-
luada comparativamente con la de
su cepa parental 1333, teniendo en
cuenta que es necesaria una colo-
nizacién adecuada de las cepas va-
cunales para lograr una respuesta
inmune potente y duradera. Los
mutantes 16-1y 17-2 fueron capaces
de colonizar el intestino delgado del
ratén lactante tan bien como 1333
(Tabla 3).

Ensayo de virulencia

Aunque la colonizacién de los
mutantes derivados del candidato
vacunal 1333 no se vi6 afectada por
la inactivacién del gen VC0934, se
analizo si este gen podria tener al-
gun papel en la virulencia de una
cepa toxigénica de V. cholerae. Para
ello, se evalué la virulencia de un
mutante de este gen, derivado de la
cepa toxigénica C7258 denominado
MC43, que también fue incapaz de
formar biofilm. MC43 fue construi-
do de forma similar a los mutantes
derivados de 1333. Los resultados
demuestran que una cepa atenua-
da de V. cholerae como 1333 no pro-
voca la muerte de los ratones
neonatos en un periodo de 24 h (Ta-
bla 4), al contrario de la cepa toxi-
génica C7258 que es capaz de ma-
tar a todos los ratones inoculados en
solo 17 h . Los indices de sobrevi-
vencia de estos animales inoculados
con la cepa mutada MC43 y su
parental C7258 son similares, lo que
pone de manifiesto que el gen
VC0934 no desempena un papel im-

Cepas 1333

16-1 17-2

Didametro (mm) 183 £24

215 =07 1914

Cada valor representa el promedio de tres mediciones y su desviacion estandar.

Tabla 3. Resultados del experimento de colonizacién en el modelo del ratén lac-

tante.
Tiempo Cepas
(h) 1333 16-1 17-2
UFC totales recuperadas por cepa
0 2,5 -10° 2,5 - 108 1,9 - 10°¢
24 2,8-10* = 3,2 5,810+ 10 7,3-104+ 13
72 8,8-10*+98 1,0 - 10° = 4,7 2,2-10*+ 104
120 45-10%«5 1,8-10*+ 25 3,2-10° + 1,6

Cada valor representa el promedio correspondiente a cinco ratones en dos experi-
mentos independientes y su desviacién estadndar. El limite de deteccién de este ensa-
yo es de 2 - 10® unidades formadoras de colonias (UFC).
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Tabla 4. Resultados correspondientes al ensayo de virulencia de las cepas C7258
y su mutante MC43 en el modelo de ratén lactante.

Tiempo Cepas
(h) 1333 C7258 MC43
Sobrevivencia de ratones
0 10 9 10
17 10 7 8

portante en la patogenia de V. chole-
rae, al menos en el modelo animal
analizado.

CONCLUSIONES

Los mutantes VC0934- construi-

dos mantuvieron inalteradas carac-
teristicas importantes deseables en
un candidato vacunal, tales como la
morfologia, el LPS o antigeno O, la
motilidad y la colonizacién en el
modelo de ratén lactante. Ademas,
se mostraron incapaces de formar
biofilm y desarrollar el fenotipo de
colonias rugosas, que es la variante
mas adaptada para el crecimiento y
sobrevivencia del vibrio en el am-
biente acuatico. Todo ello unido a
que el gen VC0934 no codifica un
factor importante en la patogenia de
V. cholerae en el modelo animal eva-
luado, hacen que la mutacién efec-
tuada en este gen, sea una caracte-
ristica potenciamente ventajosa
para un candidato vacunal vivo de
V. cholerae, pues permitiria dismi-
nuir su impacto ambiental.
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