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RESUMEN. Se han realizado varios intentos con el fin de obtener un candidato
vacunal cubano para inmunizar contra Vibrio cholerae 0139, pero aunque se han
obtenido buenos resultados en ensayos preclinicos, ninguna de las variantes ha
sido atin evaluada en voluntarios. En este trabajo se describe la construcciéon de
dos nuevos mutantes atoxigénicos derivados de una cepa de Vibrio cholerae O139
de reciente aislamiento. Esta cepa fue seleccionada como parental, ya que ade-
maés de ser buena colonizadora del intestino del ratén neonato posee un patréon
de susceptibilidad a antibiéticos més favorable, para su uso en humanos, que el
de otros candidatos vacunales. Las manipulaciones genéticas que permitieron la
delecién del genoma de CTX® se realizaron utilizando la metodologia de los
vectores suicidas, para lo cual, se construy6 un vector que permite la manipula-
cién de cualquier cepa de Vibrio cholerae, independientemente del arreglo genético
que posea el profago CTX® en su genoma. Ambos mutantes, asi como su parental,
mostraron fenotipos normales en cuanto a la motilidad y a la expresién de MSHA,
ToxR y OmpU, sin embargo, fueron incapaces de producir la hemaglutinina
proteasa en condiciones in vitro. Los prototipos vacunales mostraron ademas,
una elevada atenuacién, ya que ratones lactantes inoculados con ellos tuvieron
un ciento porciento de sobrevivencia, mientras que la cepa de partida resulté
muy virulenta. Los mutantes atoxigénicos mostraron una adecuada coloniza-
ci6én en el modelo del ratén lactante, aunque uno de ellos posee mejor capaci-
dad colonizadora. Tomando en cuenta este criterio, este mutante fue seleccio-
nado para ser sometido a otras modificaciones genéticas dirigidas a mejorar
sus propiedades como candidato vacunal, desde el punto de vista de
bioseguridad.

ABSTRACT. Several attempts have been made to obtain a vaccine candidate
against Vibrio cholerae 0139, but the efficacy of those prototypes remains to
be confirmed by studies in volunteers. The present work describes the
construction of two new atoxigenic mutants derived from a recently isolated
wild type Vibrio cholerae 0139, strain which shows a good colonization index
of the suckling mice intestine and a better antibiotic susceptibility pattern
compared with other vaccine candidates. Genetic manipulations allowing
CTX® genome deletion in these mutants were made using the suicide plasmid
methodology. The constructed plasmid allows effective manipulations of the
genome of V. cholerae strains irrespective of the CTX® prophage genetic array
on the chromosome. Both mutants, here obtained, as well as their parental
strain show normal phenotypes in traits as motility, expression of MSHA, ToxR
and OmpU, although they produce no hemagglutinin protease in vitro. The
atoxigenic mutants were highly attenuated as judge by the level of surviving
in the infant mice cholera model compared with their parental strain which
resulted very virulent in the same model. Besides, they also retained the
capacity to colonize the mice bowel, however one of them shows better
colonization index and it was chosen to be further modified in order to improve
its biosafety properties.

INTRODUCCION

El célera continta siendo una
amenaza en muchos paises subde-
sarrollados. Antes de 1992, este era
asociado exclusivamente con Vibrio
cholerae serogrupo Ol. Sin embar-
go, a finales de 1992, un nuevo
serogrupo del agente etiolégico del
célera fue identificado en la India.!
El serogrupo asociado a esta epide-
mia fue denominado O139. La in-
munidad preexistente contra los
vibrios O1 no resultaba efectiva en
la proteccién contra el serogrupo
emergente. Recientes experiencias
han reforzado la necesidad de una
vacuna efectiva, asumiendo que
Vibrio cholerae 0139, actualmente
confinado al sudeste asiatico, pudie-
ra extenderse a otros continentes.
Existen reportes que indican un in-
cremento de los casos debido al c6-
lera 0139.2Un evento clinico de esta
enfermedad induce una inmunidad
protectora a largo plazo en mas del
80 % de los afectados, lo que hace
que se realicen grandes esfuerzos
para producir una vacuna viva, ate-
nuada, que estimule el sistema in-
mune mucosal, de forma muy simi-
lar a una infeccién natural. Varias
cepas genéticamente modificadas
pertenecientes a los biotipos El Tor
y 0139 han resultado bien toleradas
e inmunogénicas en estudios en
voluntarios sanos.?* La eficacia de
estos prototipos vacunales debe ser
aun confirmada en estudios de cam-
po. En la patogénesis del célera la
colonizacién bacteriana del intesti-
no humano es crucial en la induc-
ciéon del sistema inmune,® la del
tracto gastrointestinal del ratén
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neonato es ampliamente aceptada
como un indicador que correlaciona
bien con la del intestino humano.
En el laboratorio de los autores se
han construido otras variantes de
candidatos vacunales de Vibrio
cholerae 0139, derivadas de una
cepa aislada durante los primeros
brotes epidémicos de este serogru-
po, las que aun no se han evaluado
en voluntarios humanos, pero que
han mostrado niveles muy bajos de
colonizacién en el modelo animal.
El objetivo de este trabajo consis-
ti6 en construir nuevos mutantes
atoxigénicos a partir de cepas de
Vibrio cholerae 0139 de reciente
aislamiento, con un patrén de re-
sistencia a antibiéticos mas favo-
rable para su uso en humanosy con
mejor capacidad colonizadora que
otras variantes existentes en el la-
boratorio y realizar ademas, su ca-
racterizacion fenotipica, en aras de
seleccionar el mejor candid

ato para continuar realizando
otras modificaciones genéticas que
mejoren sus propiedades como
prototipo vacunal.

MATERIALES Y METODOS
Cepas, plasmidios y medios de cul-
tivo

La tabla 1 describe las cepas
bacterianas y plasmidios utilizados

en este estudio. Todas las cepas fue-
ron crecidas en medio Luria Bertani
(LB) o caldo de triptona soya y con-
servadas a -70 °C en medio LB con
suplemento de glicerol 20 %. Para
la produccién in vitro de la toxina
de célera, las cepas de Vibrio chole-
rae fueron sembradas en placas de
agar sangre y posteriormente culti-
vadas segun el método AKI.*? Los
vectores suicidas fueron propaga-
dos en Escherichia coli SY327Apir y
movilizadas hacia Vibrio cholerae
por conjugacién utilizando la cepa
de Escherichia coli S17-1Apir. Los
antibiéticos fueron ahadidos, cuan-
do fue necesario, a las concentra-
ciones siguientes: ampicillina
(Amp); 100 pg/mL y polimixina B
(PoD); 13,2 ug/mL.

El ADN cromosomal de Vibrio
cholerae fue preparado segin la
metodologia descrita por Ausubel y
colaboradores.” Las miniprepara-
ciones de ADN plasmidico fueron
realizadas seguin Birnboin y Doly."
Las enzimas de restricciéon y modifi-
cacién, asi como los adaptadores fue-
ron provistos por Boehringer Man-
nhein y utilizados de acuerdo con
sus instrucciones. Los plasmidios
recombinantes fueron construidos
utilizando métodos clasicos.™

El vector suicida pCVRSB-10 fue
construido en varios pasos. En pri-

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidios utilizados en este estudio.

mer lugar, se sustituyé el extremo
3’ del elemento RS1, clonado en el
plasmidio pURS1, a partir de su si-
tio BglII, por una copia de ctxB pro-
veniente del plasmidio PJSB, dan-
do lugar al plasmidio PURSB. Pos-
teriormente, el fragmento Xbal-
Pyull, que contenia la fusién 5’-RS-
ctxB, fue clonado en el vector suici-
da pCVD442 digerido XbaI-Smal
generandose el plasmidio pCVRSB-
10. Este vector puede ser utilizado
en la obtenciéon de mutantes ACTX®,
independientemente de la organiza-
cién genética de profagos CTX®
que presenten las cepas parentales.

Construccion de cepas

La determinacién de la organi-
zacioén génica del profago CTX® en
la cepa parental de Vibrio cholerae
CRC266 se realizé mediante Southern
blot, utilizando una sonda de ADN
que reconoce especificamente el
gen ctxA, la cual fue utilizada ade-
mas, para el andlisis genotipico de
los prototipos vacunales derivados
de esta cepa toxigénica. Se utiliz6
también, una sonda que se denomi-
no “core” y que consistié en un frag-
mento de 1 485 pb amplificado por
PCR utilizando los pares cebadores,
directo: 5’-CTTTACTCTCGTGTTG-
CGGC-3’ y reverso: 5’-CTGTCTTT-
CCACAGCGCCG-3’, que reconoce

Cepa o plamidio Descripcion Referencia
Bibliogratica

gl—ﬁo(xﬁ‘ SUpPEZL A/ ZZFA /L7679 ( DS Here ZDMWLS) SRl 7 recAl end A7 gy rde 722-7 7

7847,
SY327\pir ArZae pro/ argAAM) 7377204 72cAS6 (Apzr P 8
S17-1\pir Leed 127 pro LsdR-H(RP4A-2 78 2-Awe. 772 7] \pir, Km', (Tp*, Sm"). 9
K etiderae
1837 Aislamiento clinico en Calcuta, India, 1993, serogrupo O139. G. Balakrish Nair.
CRC-262 Aislamiento clinico en Calcuta, India, 2000, serogrupo O139. G. Balakrish Nair.
CRC-266 Aislamiento clinico en Calcuta, India, 1993, serogrupo O139. G. Balakrish Nair.
CRC-3 Mutante ACTX® derivado de CRC266. Este estudio.
CRC-13 Mutante ACTX® derivado de CRC266. Este estudio.
Pl idi
pURS1 Amp*, elemento RSlclonado en el sitio «$7z2l del pUC19. 10
pJS752-3 Amp*, contiene un gen ¢zzArecombinante como un fragmento ZzzRI-

/774111 clonado en el plasmidio pKK223-3. Promega
pJSB Ampr, pJS752-3 en el que el sitio Zszz1 cuesta abajo de «zzFfue rellenado

y sustituido por un sitio Az2»HI mediante la inserciéon de un adaptador. Este estudio.
pURSB Amp*, fragmento SzzHI de 693 pb derivado del PJSB, que contiene «&%5

subclonado en el plasmidio pURS1 previamente digerido ZA11-Zz2~7ZHI. Este estudio.
pCVD442 Ampr, vector suicida derivado del pGP704 que contiene ademas el gen sz’

como marcador de contraselecciéon. 11
pCVRSB-10 Amp*, fragmento £2ed-~2211 de 1 623 pb proveniente de pURSB clonado

en el pCVD442 previamente digerido .£Zd-.Syzcd.

Este estudio.
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las secuencias de los genes orfU, ace
y zot de Vibrio cholerae. Ambas son-
das fueron obtenidas utilizando el
sistema de marcaje y deteccién no
radiactivo para digoxigenina de
Boehringer Mannhein.

La estrategia seguida para obte-
ner estos prototipos vacunales de
primera generacién se bas6 en una
metodologia de intercambio alélico
con vectores suicidas, previamente
descrita.?® Los mutantes ACTX® se
obtuvieron utilizando el plasmidio
pPCVRSB-10 que fue transferido por
conjugacién desde la cepa de E. coli
S17-1Apir hacia la cepa de Vibrio
cholerae CRC266 y los exconjugantes
de Vibrio cholerae fueron seleccio-
nados en placas de LB con suple-
mento de ampicillina y polimixina
B. Se seleccionaron varios exconju-
gantes luego de verificar por Southern
blot que poseian una estructura
génica correcta, los cuales fueron
cultivados durante 18 h en caldo LB
y diferentes alicuotas fueron sem-
bradas en placas de LB sin NaCl,
con suplemento de sacarosa 15 %.
Bajo estas condiciones, el gen sacB,
que porta el plasmidio suicida,
permite la seleccién positiva de aque-
llas bacterias en las que un segun-
do evento recombinante permita la
eliminaciéon de dicho vector de su
cromosoma.

Caracterizacion fenotipica

Determinacion de la produc-
cion de la toxina colérica (CT)

La produccién de CT fue deter-
minada utilizando un enzayo inmu-
noenzimatico dependiente de GM-
1 (GM-1 ELISA).’ Los anticuerpos
monoclonales 1G10G5 y 4E1G5 di-
rigidos contra las subunidades A 'y
B de CT, respectivamente fueron
utilizados como anticuerpos prima-
rios y un conjugado peroxidasa-IgG
anti-ratén (Molécula completa, Sig-
ma) como anticuerpo secundario.

Deteccion de la hemaglutinina
proteasa (Hap) y la hemaglutinina
sensible a manosa (MSHA)

Las electroforesis en geles de
poliacrilamida y el andlisis por
Western blot fueron realizados se-
gun ha sido previamente descrito.”
Las muestras fueron preparadas en
cultivos de 50 mL de caldo triptona
soya (T'SB) y los patrones de bandas
de proteinas totales, asi como de
MSHA de los crudos celulares fue-
ron analizados por SDS-PAGE de
acuerdo a Laemmli.'® En el caso de
MSHA estas bandas fueron detec-
tadas utilizando un anticuerpo
monoclonal especifico denominado
2F12F1." Para la determinacién de

la actividad proteasa en los sobrena-
dantes de los vibrios cultivados en
TSB, condiciones inductoras de
Hap, se sigui6 el procedimiento des-
crito por Mel y colaboradores.? Una
unidad de actividad se definié como
la cantidad de enzima que incre-
menta en 0,250 la absorbancia a
450 nm en 1 h de reaccién.

Ensayo de motilidad

Colonias aisladas de una placa
matriz inoculadas por puncién en LB
sélido con agar al 0,3 % y se incuba-
ron a 37 °C durante 8 h y se midi6 el
diametro recorrido a través del agar.
La cepa no métil Pera 15 se utilizd
como control en cada experiencia.

Morfologia y resistencia a anti-
bioticos

La morfologia de las células fue
analizada por observacién al micros-
copio Optico. Se evalud su suscepti-
bilidad a estreptomicina (100 pg/mL)
y a polimixina (13,2 ug/mL) en placas
de LBy a sulfametoxasol (23,75 ug) y
trimetoprima (1,25 pg) mediante la
técnica de difusién por discos.?!

Virulencia y colonizacion intes-
tinal

Para evaluar la virulencia de las
cepas salvajes de Vibrio cholerae, asi
como la capacidad colonizadora de
los candidatos vacunales se empled
una modificacién del procedimien-
to de Richardson.?” Los ratones
Balb/c lactantes (3 a 5 d de nacidos)
se separaron de sus madres 1 h an-
tes del experimento y se asignaron
aleatoriamente a los grupos experi-
mentales. Se prepararon cultivos
frescos en LB de las cepas a evaluar
y se midi6 la absorbancia a 600 nm,
se ajusto la suspensién para garan-
tizar un contenido aproximado de
105 unidades formadoras de colo-
nias (UFC)cada 50 uL.. A5 mL de esta
suspensién se le adicionaron 50 uLde
azul de Evan preparado al 10 % en
disolucién salina estéril. Una alicuo-
ta de 50 uL de la suspensién apro-
piada se inocul6 en cada ratén por
intubacién géstrica. Al concluir
cada grupo experimental, se reali-
zaron diluciones seriadas de la sus-
pensién utilizada y se sembraron
por duplicado en placas de LB. Las
placas se incubaron 24 h a 37 °C y
las colonias se contaron. Una hora
después de inoculado cada grupo
experimental, se devolvié a sus
madres. En los experimentos de vi-
rulencia el nimero de ratones so-
brevivientes se conté durante una
semana. En los experimentos de
colonizacién cada grupo experi-
mental se muestre6 (n = 5 ratones
cada vez) a las 24, 72 y 120 h de ino-
culados para determinar el conteni-

do intestinal de vibriones. Para ello,
los cinco ratones se sacrificaron en
atmosfera de cloroformo, sus intes-
tinos delgados se extrajeron; se la-
varon tres veces con disolucién sa-
lina; y se homogenizé, cada uno en
5 mL de PBS, empleando un ho-
mogenizador de cuchillas Ultratu-
rrax T25. El1 nimero de bacterias
recuperado del intestino delgado de
cada ratén se conté por siembra en
placa de diluciones seriadas. Este
procedimiento tiene un limite de
deteccién de 100 UFC por intestino.
Al menos tres experimentos se rea-
lizaron con cada cepa. La prueba
Log-rank se us6 para comparar el
tiempo de sobrevivencia de ratones
lactantes de la linea Balb/c en res-
puesta a los inéculos de V. cholerae.
La comparacién estadistica de la
capacidad colonizadora de las cepas
atenuadas a los diferentes tiempos
se realiz6 por la prueba U de Mann
Whitney.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han realizado varios intentos
para construir un candidato vacu-
nal cubano para inmunizar contra
V. cholerae 0139, ya que diferentes
variantes han de ser consideradas
teniendo en cuenta la necesidad de
evaluar su desempeno en humanos.
Tres aislamientos clinicos proce-
dentes de la India fueron evaluados
en el modelo del ratén infante para
comprobar su capacidad de virulen-
cia. Todas las cepas fueron igualmen-
te virulentas (Prueba de Wilcoxon
generalizada por Gehan para mul-
tiples grupos, P = 0,086).

En las cepas 0139 la resistencia
a estreptomicina, trimetoprima y
sulfametoxasol son codificadas por
un transposén conjugativo auto-
transmisible,? pero los aislamientos
mas recientes de estas cepas han
resultado sensibles a estos antibi6-
ticos.?* Se evaluo la susceptibilidad
de las tres cepas salvajes a ellos y
los resultados se correspondieron
con lo reportado. Las cepas CRC262
y CRC266 resultaron sensibles,
mientras que la 1837 fue resistente
a todos los antibiéticos cuyos genes
estan codificados por dicho trans-
posén conjugativo. Todas las cepas
fueron resistentes a polimixina. La
cepa CRC266 fue seleccionada para
manipulaciones posteriores dirigidas
a obtener mutantes atoxigénicos, por
poseer un patrén de susceptibilidad
a antibiéticos mas favorable para el
uso en humanos.

Estudios genético-moleculares
de V.cholerae O1 y O139 han revela-
do que los genes ctxAB que codifi-
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can para la CT residen en el geno-
ma de un profago filamentoso lla-
mado CTX®. En ellas, este profago
se encuentra usualmente en arre-
glos en tdndem, asociados frecuen-
temente al profago RS1®. Estos
arreglos CTX®-RS1® difieren am-
pliamente en las cepas patogénicas
en cuanto a su nimero y a la posi-
cién relativa que ocupen entre
ellos.?»26 E1 numero de copias de
CTX® y su distribucién en la cepa
CRC266 fue determinado por Southern
blot, utilizando una sonda que reco-
noce ctxA. En el patrén de hibrida-
cién obtenido (Fiig. 1A) aparece una
Unica banda de aproximadamente
18 kb al digerir el ADN con Sacl, ca-
rrilera b, enzima que corta en seg-
mentos adyacentes a CTX® y dos
bandas con las digestiones EcoRI y
HindIII, enzimas que cortan en los
CTX® Calcuta,” carrileras cy d, res-
pectivamente. Una de estas bandas,
en cada caso, tiene 6,7 kb que es el
tamano del genoma de CTX®. Todos
estos elementos permiten concluir
que en esta cepa existen varias co-
pias de CTX®, agrupadas en tandem.

Para la obtencién de los mutan-
tes atoxigénicos se utiliz6 el plasmi-
dio suicida pCVRSB-10, que en un
primer evento recombinativo per-
mitié la seleccién de varios cointe-
grantes Amp®Pol%. De ellos, fueron

escogidos cinco, luego de comparar
sus patrones con el de la cepa
parental mediante Southern blot.
Estos clones se crecieron en medio
LB sin presién selectiva de antibi6-
tico y se seleccionaron veintisiete
entre aquellos que fueron capaces
de crecer en presencia de sacarosa.
Los ADN de estos clones fueron di-
geridos con Sacl y analizados por
Southern blot utilizando las sondas
ctxA y “core”. La figura 1 (By C)
muestra el patréon de cuatro clones
representativos. Se puede apreciar
que en los clones CRC-3 y CRC-13
(carrileras d y e, respectivamente)
todos los genes pertenecientes al
antes denominado casete de viru-
lencia fueron removidos, en cambio
los clones CRC-11 y CRC-10 (carri-
leras cy f, respectivamente) retuvie-
ron parte de la secuencia de CTX®,
al hibridar con la sonda “core”, pa-
nel C, pero no con la sonda ctxA,
panel B. Los clones CRC-3 y CRC-
13 fueron escogidos para realizarles
una caracterizacién fenotipica que
permitiera escoger el mas idéneo
para ser sometido a ulteriores mo-
dificaciones genéticas.

Caracterizacion fenotipica

Los mutantes atoxigénicos CRC-
3 y CRC-13 fueron analizados des-
de el punto de vista microbiolégico,

asi como de la expresién de diferen-
tes factores de virulencia. Se anali-
zaron las caracteristicas serolégicas
de estas cepas y ambas mantuvie-
ron su capacidad de aglutinar sue-
ros hiperinmunes obtenidos en co-
nejos contra V.cholerae 0139. La
morfologia al microscopio éptico en
cuanto a forma y tamano de las bac-
terias fue similar en mutantes y
parental.

La cepa toxigénica CRC266 pro-
dujo concentraciones medias de
toxina de (18,16 + 2,35) ug/mL, cuan-
do se crecié en condiciones 6ptimas,
in vitro, en cambio, los clones CRC-
3 y CRC-13 no produjeron cantida-
des detectables de CT por el méto-
do empleado (limite de deteccién
1,95 ug/mL).

La hemaglutinina proteasa solu-
ble (Hap) es responsable del 80 al 85 %
de la actividad proteolitica de las
cepas de V. cholerae y constituye un
probable factor de virulencia, te-
niendo en cuenta su capacidad de
degradar la mucina, la lactoferrina
y otras proteinas importantes des-
de el punto de vista fisiolégico,’ se
ha demostrado que permite a los
vibriones separarse de células intes-
tinales humanas en cultivo y pre-
sumiblemente ayuda al vibrién a
diseminarse al medio ambiente des-
pués de haber colonizado el intesti-
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Fig. 1. Andlisis por Southern blot de la cepa toxigénica CRC266 y sus derivados. Las sondas utilizadas fueron: paneles Ay B, ctxA;
panel C, “core”. En el panel A, el ADN cromosomal de CRC266 fue digerido con las enzimas: carrilera b, Sacl; ¢, EcoRI y d, HindIII.
En la carrilera a, se aplico el patrén de peso molecular (PPM) Gene Ruler™ DNA Ladder Mix de Fermentas, se senalan los tamamos
aproximados (kb) que esas bandas representan. En los paneles B y C todos los ADN fueron digeridos con Sacl y los patrones
corresponden a: carrileras b, CRC266; c, CRC-10; d, CRC-3;e, CRC-13y f, CRC-11. En las carrileras a, se aplico el mismo PPM, pero
solo aparecen marcadas las bandas de 10, 6, 4, 3y 2,5 kb.
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no.? Al analizar la actividad proteo-
litica presente en el sobrenadante
de cultivos in vitro de las cepas
mutantes y su parental no se pudo
detectar dicha actividad en ningu-
no de ellos. Se utilizé como control
positivo del experimento la cepa
C6706, cuyo sobrenadante contuvo
(8,21 + 3,30) U/mL de actividad pro-
teolitica. Existen reportes de otras
cepas toxigénicas incapaces de pro-
ducir Hap, in vitro, a pesar de po-
seer el gen intacto. Se ha descrito
la existencia de una mutacién en el
gen regulador hapR, como respon-
sable de este fenotipo.?® Debe ser
investigado si este es el caso de las
cepas objeto de este estudio.

La fimbria MSHA constituye el
receptor de una gran variedad de
fagos filamentosos,***! entre los que
se encuentra VGJF, un vibriofago
capaz de transferir eficientemente
los genes de la toxina del célera
mediante un mecanismo de recom-
binacién sitio—especifica®? y ha sido
involucrada, ademas, en la forma-
cién de biopeliculas sobre superfi-
cies biéticas y abiéticas, lo cual, pu-
diera ser importante para la super-
vivencia de V. cholerae en sus reser-
vorios ambientales.?® Esto lo hace
un locus susceptible de ser manipu-
lado en aras de obtener candidatos
vacunales mas seguros desde el
punto de vista ambiental y mas re-
sistentes a la readquisicién de
genes téxicos por transferencia ho-
rizontal. La expresién de MSHA se
evalué por Western blot y en todas
las cepas analizadas se observé la
apariciéon de una banda del tamano
esperado, utilizando un anticuerpo
monoclonal especifico (Fig. 2A).

Las proteinas de membrana ex-
terna OmpT (40 kDa) y OmpU (38
kDa) se encuentran bajo el control
directo de ToxR,? un regulador im-
portante de muchos genes relacio-
nados con la virulencia en V. cho-
lerae. Recientemente fue demostra-
do que un balance correcto de estas
porinas es importante en la virulen-
cia, ya que cepas manipuladas ge-
néticamente para que expresaran
OmpT en lugar de OmpU mostra-
ron una mayor sensibilidad a las
sales biliares, una disminucién de
la expresiéon del principal factor de
colonizacién en V. cholerae (Pelo co-
regulado con la toxina, TCP) y una
reduccioén de cien veces en la capa-
cidad de colonizacién del intestino
del raton lactante.?* Una mutacién
en toxR pudiera ser detectada a par-
tir del andlisis de las bandas corres-
pondientes a OmpU u OmpT en el
patrén de proteinas totales de la

cepa en cuestiéon. La figura 2B, ca-
rrilera a, muestra el patrén normal
de V. cholerae y la carrilera b, el pa-
trén de un mutante toxR, en el que
la banda correspondiente a OmpU
desaparece y aparece una de mayor
tamano correspondiente a OmpT.
Las cepas CRC266, CRC-3, y CRC-
13 mostraron un patrén normal en
relacién a OmpU, aunque el patrén
de proteinas totales en general sea
diferente y caracteristico de la
CRC266 y sus derivados.

A B
a b C d

Capacidad colonizadora y virulencia

Las cepas de V. cholerae atenua-
das con fines vacunales, se evalian
en ratones lactantes para verificar
su capacidad colonizadora y su ate-
nuacién, previo a la evaluacién en
humanos.?? Si una cepa coloniza el
intestino delgado de ratones lactan-
tes y no produce efecto letal, enton-
ces es razonable estudiarla en vo-
luntarios sanos.

La atenuacion de las cepas CRC-
3 y CRC-13 se evidencia en las cur-

C

a b C d e

Fig. 2. Andlisis de la expresion de proteinas de superficie de CRC266 y sus derivados.
Panel A: Western blot con un anticuerpo monoclonal anti MSHA. Carrilera a, C6706
(control positivo); b, CRC266; ¢, CRC-3 y d, CRC-13. Panel B, Patron de proteinas
totales. Carrilera a, control de patrén normal; b, patrén de mutante toxR; ¢, CRC266;
d, CRC-3y e, CRC-13. La flecha indica la banda que corresponde a OmpU.
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Fig. 3. Curvas de sobrevivencia de ratones Balb/c inoculados con cepas de Vibrio
cholerae 0139. En el grdfico se indican las cepas empleadas. En ambos mutantes (CRC-
3y CRC-13) los ratones inoculados se mantuvieron vivos durante todo el experimento.
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vas de Kaplan-Meyer (Fig. 3), en la
que se presenta la sobrevivencia de
los ratones lactantes en respuesta al
inéculo de 10° UFC de cada cepa. La
inoculacién del vehiculo sin carga
bacteriana no produjo efecto letal.
En cambio, la cepa CRC266 produ-
jo la muerte del 86 % de los ani-
males que recibieron esta cepa (N
= 15), lo que se detecté en las pri-
meras 24 a 48 h (Fig. 3). Los tiem-
pos de sobrevivencia de los ratones
lactantes en respuesta al inéculo de
la cepa CRC266 presentaron dife-
rencias estadisticamente significa-
tivas (Log-rank, P < 0,000 1). Todos
los animales inoculados con las ce-
pas de primera generacién V.
cholerae CRC-3 y CRC-13 sobrevi-
vieron (N = 15), por lo que se con-
cluyé que estaban atenuadas con re-
lacién a su parental.

Se estudi6é ademas, la habilidad
de estos mutantes para colonizar el
intestino del ratén neonato (Fig. 4).
Se incluyeron como controles las ce-
pas C6706 y L911, buena y mala co-
lonizadoras del intestino del ratén
neonato, respectivamente, analiza-
das a las 24 h . El anélisis estadisti-
co de estos resultados utilizando la
prueba U de Mann Whitney indicé
que no existian diferencias significa-
tivas en relacién con la colonizacién
entre las cepas CRC-3 y CRC-13 a las
24 h, pero que a tiempos mayores, 72
y 120 h, la cepa CRC-13 tenia mejor
capacidad colonizadora (P = 0,024
y P =0,0015, respectivamente). Am-
bas cepas poseen una capacidad co-
lonizadora intermedia entre los con-
troles utilizados (P< 0,05). Existen
muchas evidencias experimentales
que indican que las cepas 0139, en
general, colonizan el intestino del
ratén neonato en menor grado a lo
que lo hace V. cholerae O1,° hecho
irrelevante si se tienen en cuenta la
patogenicidad que alcanzan estas
cepas, ya sea porque este fenéme-
no no se reproduce en humanos o
porque la diferencia detectada no es
suficiente para influir en su poten-
cialidad infecciosa. El grado de co-
lonizacién de estas cepas es acepta-
ble y comparable al que presenta la
638 que ya ha sido evaluada en hu-
manos y ha probado ser capaz de
colonizar adecuadamente e inducir
una respuesta inmune protectora.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo
permiten concluir que el clon CRC-
13 retine los requisitos para ser con-
siderado como un candidato vacu-
nal factible de ser utilizado como
punto de partida para la obtencién
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Fig. 4. Colonizacion del intestino del raton lactante. Las cepas empleadas se indican
en el grafico. Las cepas C6706 y L911 son controles de elevada y baja capacidad colo-
nizadora, respectivamente. UFC Unidades formadoras de colonias.

de prototipos vacunales con mejo-
res propiedades desde el punto de
vista de la seguridad ambiental. La
realizacién de sucesivas modifica-
ciones genéticas permitird ademas,
la insercién de un gen heterélogo
para facilitar la identificacién de la
cepa en estudios de campo.
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