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RESUMEN. Los candidatos vacunales de Vibrio cholerae basados en células vivas
atenuadas por manipulacién genética constituyen la variante mas promisoria para
obtener una vacuna efectiva contra el célera. Sin embargo, la liberacién de millo-
nes de células vivas al ambiente durantes las campanas de vacunacién masivas
lleva implicito el riesgo de que las cepas atenuadas readquieran los genes de la
toxina colérica por algin mecanismo de transferencia genética horizontal. En este
trabajo se describe la construcccién de una nueva generacion de candidatos vacu-
nales con indices mejorados de seguridad ambiental mediante la delecién del gen
mshA del cromosoma de las cepas vacunales de Vibrio cholerae. Este gen codifica
la subunidad mayoritaria de la fimbria tipo 4 hemaglutinina sensible a manosa
(MSHA), la cual constituye el receptor del fago filamentosos VGJ¢. El fago VGJ¢
transduce los genes de la toxina del célera, el principal factor de virulencia de V.
cholerae, por un mecanismo especifico y eficiente. Por tanto, la fimbria MSHA
constituye un portal de entrada de los genes de la toxina colérica mediante transfe-
rencia genética horizontal. La estrategia utilizada para delecionar el gen mshA del
genoma bacteriano fue el remplazamiento genético del gen tipo salvaje bacteriano
por una copia mutada por delecién, contenida en un vector suicida. Los mutantes
AmshA obtenidos mostraron total resistencia a la infecciéon con VGJ¢ por lo cual,
son incapaces de readquirir los genes que codifican la toxina del célera a través del
mecanismo mediado por este fago. Por otra parte, estos mutantes mantuvieron
inalteradas las caracteristicas de las cepas de partida que son deseables en candi-
datos vacunales, como son: la morfologia, la velocidad de crecimiento, la motilidad
y la colonizacién en el modelo de ratén lactante.

ABSTRACT. Live attenuated vaccine candidates of Vibrio cholerae are the most
promising option to develop an effective vaccine against cholera disease. However,
the releasing to the environment of millions of vibrio cells during vaccination
campaigns entails the risk that attenuated strains reacquire the cholera toxin
genes by a horizontal gene transfer mechanism. This work describes the
construction of a new generation of vaccine candidates with improved
environmental safety features by deletion of the mshA gene from the chromosome
of the Vibrio cholerae vaccine strains. This gene encodes the main subunit of the
mannose sensitive hemagglutinin (MSHA) type 4 pilus, which functions as a re-
ceptor of the filamentous phage VGJ¢. The phage VGJ¢ is able to transduce the
genes encoding cholera toxin, the main virulence factor of V. cholerae, through a
specific and efficient mechanism. Therefore, the MSHA pilus is a port of entry
for the genes of cholera toxin by horizontal gene transfer. The strategy used to
delete the mshA gene was the genetic replacement of the wild type gene by an
internal deleted copy of the gene contained in a suicide vector. The resultant
AmshA mutants showed full resistance to the infection with VGJ¢, thus, they are
unable to reacquire the cholera toxin encoding genes through the mechanism
mediated by this phage. Besides, these mutants kept unaltered the features of
their parental strains that are desirables for an effective vaccine candidate, such
as the morphology, growing rate, motility and ability to colonize the small intestine
in the suckling mouse cholera model.

INTRODUCCION

El célera es una enfermedad
diarreica severa provocada por la
bacteria Gram negativa Vibrio cho-
lerae. Actualmente, a pesar de los
grandes avances obtenidos en el
conocimiento sobre las vias de pre-
vencién y tratamiento de la enfer-
medad,! esta ain constituye una
carga para los paises subdesarrolla-
dos, que no pueden establecer o
mantener instalaciones médicas e
higiénicas necesarias para contro-
larla. Particularmente en estas re-
giones, el célera es responsable de
una significativa mortalidad y dafio
econémico. Es por ello que obtener
una vacuna efectiva y segura con-
tra el célera resulta de gran impor-
tancia.

A pesar de que se han desarro-
llado varios prototipos vacunales
contra el célera, entre los que se
encuentran las vacunas de subuni-
dades y de células muertas, el desa-
rrollo de candidatos vacunales ba-
sados en células vivas atenuadas ha
brindado los resultados mas pro-
misorios.*® Aln cuando este Gltimo
enfoque ofrece ventajas sobre los
demés prototipos vacunales en térmi-
nos de produccién, facil administra-
cién y generaciéon de una respuesta
inmune protectora; las desventajas
mas importantes asociadas con su
uso son en primer lugar, la reac
togenicidad residual de estas vacu-
nas, inadecuada para su empleo en
humanos,? y en segundo lugar, los
riesgos potenciales asociados con la
liberacién al ambiente en gran es-
cala de estos microorganismos ge-
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néticamente modificados.® Este se-
gundo aspecto relacionado con la
seguridad ambiental y la epide-
miologia del célera, es motivo de
preocupacion por los estudiosos del
tema, debido al comportamiento
impredecible de las cepas vacuna-
les vivas atenuadas de V. cholerae
cuando sean liberadas durante las
campanas de vacunacién masiva,
en las cuales millones de células
bacterianas vivas seran excretadas
al entorno.

La mutacién atenuante funda-
mental en las cepas vacunales vivas
de V. cholerae ha sido la delecién de
los genes que codifican la toxina del
célera (CT), principal factor de viru-
lencia de este microorganismo. Es-
tos genes estdn contenidos en el
genoma de un fago filamentoso de-
nominado CTX¢’, que puede trans-
mitirlos entre cepas de V. cholerae
que expresen el receptor de este
fago, la fimbria tipo 4 denominada
pilus co-regulado con la toxina
(TCP). Esta fimbria que se expresa
también en las cepas vacunales, es
ademads un factor esencial para la
colonizacién del intestino delgado
humano por V. cholerae®. Reciente-
mente, fue aislado un nuevo fago
filamentoso de una cepa toxigénica

V. cholerae 0139 denominado VGJ¢,
el cual utiliza como receptor la
fimbria tipo 4 hemaglutinina sensi-
ble a manosa (MSHA)® VGJ¢ es ca-
paz de transmitir eficientemente los
genes que codifican la toxina del
célera entre diferentes poblaciones
bacterianas de V. cholerae que pro-
ducen MSHA, a través de la forma-
ci6n de un cointegrado entre su ge-
noma y el genoma de CTX¢, dando
lugar a un fago hibrido funcional
denominado HybP¢.1* Al igual que
VGJ¢, este fago hibrido infecta a V.
cholerae a través de la fimbria
MSHA.* El gen que codifica la
subunidad principal de esta fimbria,
mshA, se encuentra ampliamente dis-
tribuido en la mayoria de las cepas
de V. cholerae toxigénicas circulantes
en el ambiente y se ha detectado tam-
bién en cepas no toxigénicas.!! Sin
embargo, se ha reportado que esta
fimbria no desempena un papel
esencial en el proceso de coloniza-
cién intestinal por la bacteria ni en
la induccién de una respuesta inmu-
ne protectora.!*!* La mayoria de los
candidatos vacunales vivos atenua-
dos de V. cholerae, que se encuentran
actualmente en estudio, expresan la
fimbria MSHA. Esto hace que exis-
ta un riesgo potencial de que dichos

Tabla 1. Plasmidios, fagos y cepas bacterianas utilizadas en el trabajo.

candidatos vacunales reviertan a la
virulencia mediante la readqui-
sicién de los genes que codifican la
toxina del célera en el ambiente
durante las campanas de vacuna-
cién, lo cual podria ocasionar un
efecto totalmente contrario al de-
seado.

El objetivo de este trabajo fue la
construccién de una nueva genera-
cién de candidatos vacunales vivos
atenuados de V. cholerae que no ex-
presan MSHA sin afectar las propie-
dades que se consideran importantes
para la induccién de una respuesta
inmune efectiva y que estarian im-
posibilitadas de revertir a la virulen-
cia por lareadquisicién de los genes
que codifican la toxina colérica a
través de un fago como HybP¢, ha-
ciéndolas de este modo mas segu-
ras ambientalmente.

MATERIALES Y METODOS
Plasmidios, oligonucleétidos, fagos,
cepas y medios de cultivo utiliza-
dos

La Tabla 1 presenta los plas-
midios, fagos y cepas bacterianas
usadas en este trabajo con sus ca-
racteristicas fenotipicas y genotipi-
cas mas importantes. Los medios de
cultivo utilizados fueron: Luria-

Plasmidios, Caracteristicas Fuente/Referencia
fagos, bibliografica
s
—Plasmidios
pGEM -T Vector Vector para clonar productos de PCR, Amp, sistema de seleccién por colonias Promega

blancas y azules.

pGA 72524 Derivado del vector pGEM-T que contiene las regiones flanqueantes al gez 7z57A Este estudio.
obtenidas y fusionadas por PCR.
pCVD442 Vector suicida que contiene origen de replicaciéon R6K, la region mobRP4 para
movilizacién por conjugacion, el gen swzcomo marcador de contraseleccién
y Amp’.
pCVAwzs2A4 Derivado del vector pCVD442 con el fragmento Szec/~Sp/%/derivado del pGAzzsz4  Este estudio.
que contiene las regiones flanqueantes a 72sZA fusionada.
Fagos
VGJ-Kno Derivado de CTX¢ con un marcador de resistencia a kanamicina insertado )
en el sitio inico Notl.
HybP-Kn¢ Fago hibrido recombinante originado 27z 27z por recombinacién sitio-especifica (10)
de la forma replicativa de CTX-Kn¢ y VGJ¢.
£ caly
S17-1Apir LA 247 pro s A (RP4A-2 78 Ww-Ae. 772 7), Mpir (Tp*,Sm). Promega
Top 10 F-7207A A (77277/25RMS-722¢7BC) 08042cZAM15 AezeX14 decR 7ecAl a7aD139 A Promesga
(areA-lez) 1697 ga/0 gaK 7psl. erzaPAl 722G, g
V. cholerae
638 Derivado de C7258 A(cgr Ol ace zor cried crald) Zap.: celd. (16)
1333 Derivado de C6706 A(cer O/l ace cor cizAd cizB) /ap.: celd. am
N16961 Serotipo O1, biotipo El Tor, Inaba. (18)
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Bertani (LB) y LB-sacarosa (tripto-
na, 10 g/L; sacarosa 100 g/L; extrac-
to de levadura, 5 g/l y agar 15 g/L,
para medio sélido). Cuando fue ne-
cesario, a los medios se le anadieron
antibiéticos a las concentracio-
nes siguientes: ampicillina (Amp)
a 100 pg/mL, kanamicina (Kn) a 100
ug/mL y polimixina B (Pol) a 100 U
/mL .

Técnicas usadas en el trabajo con
ADN

El aislamiento del ADN total de
V. cholerae se realizé segun Ausubel
y col.” y para la purificacion del
ADN plasmidico se utilizaron los
sistemas Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System y Wizard
Plus Midipreps DNA Purification
System (Promega, EE.UU.). Las en-
zimas de modificacién/restriccién
de ADN utilizadas fueron adquiri-
das de las firmas Promega (EE.UU.),
Amersham (RU) y New England
Biolabs (EE.UU.). Para su uso, se tu-
vieron en cuenta las recomendaciones
de los fabricantes. Los oligo-
nucleétidos utilizados se sintetizaron
en el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (Ciudad de La Haba-
na). La separacioén de fragmentos de
ADN mediante electroforesis y la
técnica de hibridaciéon de Southern
se realizaron esencialmente segun
fue descrito por Sambrook y col.,?
aunque para el marcaje y deteccién
de la sonda se utiliz6 el sistema no
radioactivo DIG labeling and
detection Kit (Roche, Suiza). La pu-
rificacion de fragmentos de ADN a
partir de geles de agarosa se realizé
utilizando el sistema GFX PCR
DNA and gel Band Purification
(Amersham) siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante.

Transformacion bacteriana. La
transformacién de E. coli con ADN
plasmidico se realizé6 mediante
electroporacién como fue descrito
por Dower y col. a 2,5 kV en cubetas
de 1 mm de separaciéon entre los
electrodos. Para transformar V.
cholerae con plasmidios suicidas, se
utilizé el método de conjugaciéon
bacteriana. Para ello, se sembraron
mezcladas en una misma placa de
LB sélido la cepa donante de E. coli
S17-1 Apir transformada con el
vector suicida a transferir y la cepa
receptora de V. cholerae. Al cabo de
4 h de incubacioén a 37 °C la superfi-
cie de la placa se lavé con 1 mL de
LB para colectar las bacterias. Se
realizaron diluciones seriadas de la
suspension bacteriana, de las cua-
les, se sembraron 100 pL en placas
de LB-Amp-Pol. En presencia de

estos antibiéticos sélo crecen los
transformantes de V. cholerae que
adquirieron e integraron a su geno-
ma el plasmidio suicida de E. coli.
Construccion del vector suicida
pCVAmshA. La construccién del
vector suicida pCVAmshA se reali-
z6 en varias etapas (Fig. 1). En la eta-
pa inicial, se amplificaron por PCR
en reacciones independientes cada
uno de los fragmentos flanqueantes
al gen mshA de la cepa N16961 uti-
lizando los oligos CNC-8125 (ATG-
ATCGTGAAGTCGACATG) y CNC-
8126 (CAGCAACCGAGAATTACA-
ATCACCACQG) para el fragmento 1,
localizado en la regién 5’ inmediata
del gen y los oligos CNC-8127
(ATTCTCGGTTGCTGGAACTGCTITGTIG)
y CNC-8128 (GCTCTAGAGTATTC-
ACGGTATTCG) para el fragmento
2, inmediato al gen por la regién 3’.
Para lareaccién de amplificacion de
estos fragmentos se utilizaron 200 ng
de ADN cromosémico como molde,
0,2 mmol/L de deoxirribonucleé6-
tidos, 30 pmol de cada cebador, 2,5 U
de Taq polimerasa y una concentra-
cién de MgCl, de 2,5 mmol/L en un
volumen final de 50 uL . Todos los
reactivos fueron suministrados por
Promega. La reaccién de amplifica-
cién fue sometida a 30 ciclos que
consistieron en: 1 min de desnatu-
ralizacién a 94 °C; 1 min de aparea-
miento a 60 °Cy 1,3 min de extension.
En una etapa posterior, los fragmen-
tos 1 y 2 de ~1,3 kb, obtenidos en
las reacciones de amplificacién ini-
ciales, fueron purificados a partir de
gel y 50 ng de cada uno se mezcla-
ron para utilizarlos como ADN molde
en una segunda reaccién de fusion-
amplificacién con el objetivo de fu-
sionar los dos fragmentos flan-
queantes al gen mshA (Fig. 1). En
esta reaccién, se usaron solo los
oligos externos CNC-8125 y CNC-
8128 como cebadores y las condicio-
nes utilizadas para la PCR fueron
iguales a la amplificaciéon anterior.
La fusién fue posible porque los
oligonucleétidos internos CNC-
8126 y CNC-8127 fueron disenados
de modo que sus extremos 5 fue-
ran complementarios (Fig. 1). De
este modo, los dos productos ampli-
ficados hibridaron por las regiones
complementarias en los primeros
ciclos de la PCR y sirvieron de ce-
badores mutuos para que la poli-
merasa extendiera hasta el extremo
del fragmento de ADN opuesto (Fig. 1)
El fragmento resultante de la fusién
(de ~2,6 kb) fue purificado de gel y
300 ng de este se mezclaron con
100 ng de pGEM-T-Vector (Promega).
A la mezcla se adicioné ligasa de

ADN T4 y el ADN ligado fue intro-
ducido por electroporacién en la
cepa de E. coli JM109. Las células
transformadas fueron selecciona-
das en medio LB sélido con suple-
mento de Amp, IPTG (1 mmol/L) y
Xgal (50 pg/mL). Se analizaron va-
rios clones de la transformacién
—que provenian de colonias blan-
cas— mediante restriccién del ADN
plasmidico. Se seleccioné un clon
que contenia el vector pGEM-T-
Vector con el fragmento de 2,6 kb
clonado y esta construccién fue de-
nominada pGAmshA (Fig. 1). Segui-
damente, se digirieron 3 pg de
pGAmshA con Sacl-Sphl y se obtu-
vieron dos fragmentos, uno 2,8 kb
correspondiente al vector y uno de
2,6 kb que contenia la fusién. Este
ultimo se purificé a partir de gel y
600 ng se mezclaron con 600 ng del
vector suicida pCVD442 -digerido
con Sacl-Sphl-y los fragmentos de
ADN fueron ligados. La cepa de E.
coli S17-1 Apir se transformé con el
producto de la reaccién y se selec-
cioné un clon que contenia el
vector pCVD442 con el fragmento
de 2,6 kb clonado y la construccién
resultante se denominé pCVAmshA
(Fig. 1).

Delecion del gen mshA del cro-
mosoma de V. cholerae. El plasmi-
dio suicida pCVAmshA fue introdu-
cido en V. cholerae mediante una
conjugacién. Se seleccionaron al
azar varios de los clones Amp* obte-
nidos (recombinantes simples) y se
crecieron por separado en LB liqui-
do sin antibiético a 37 °C y 240 r/min
durante toda la noche. Alicuotas de
estos cultivos crecidos se sembra-
ron en placas separadas de LB-sa-
carosa y se dejaron crecer a 37 °C .
Se tomaron diez colonias de cada
placa y se replicaron en nuevas pla-
cas de LB y LB-Amp. Se tomaron
los clones que crecieron en LB, pero
no en LB-Amp (o sea que segrega-
ron el plasmidio anteriormente in-
tegrado) y se usaron para realizar un
ensayo de infeccién con el fago
VGJ-Kn¢. Se tomaron varios clones
resistentes a la infeccién con este
fago provenientes de cada cepa
(638 6 1333) y se estudiaron me-
diante hibridacién de Southern
para corroborar que el gen mshA
fue delecionado del cromosoma
bacteriano.

Ensayo de infeccion

Para los ensayos de infeccién de
V. cholerae con los fagos VGJ-Kn¢ y
HybP-Kn¢, se utilizé el procedi-
miento descrito por Campos y cola-
boradores.?
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Fig. 1. Delecion de mshA mediante PCR y construccion del vector suicida pCVAmshA. (A) Las regiones flanqueantes del gen mshA
(aproximadamente 1,3 kb por cada lado) de la cepa N16961 se amplificaron en reacciones independientes de PCR utilizando los
oligonucledtidos indicados. Los oligonucleétidos internos CNC-8126 y CNC-8127 se diseniaron de manera que compartieran entre st
una secuencia complementaria de 14 pb (B) Alicuotas de cada fragmento amplificado se mezclaron y se sometieron nuevamente a
amplificacion por PCR en presencia de los oligonucleétidos externos solamente. En los primeros ciclos los productos hibridaron por
la regién de homologia correspondiente a los oligos internos y fueron extendidos hasta el extremo del fragmento complementario
por la polimerasa. (C) En los ciclos siguientes, el nuevo producto fusionado sirvié como molde para una reaccion normal de PCR
con los oligos externos CNC-8125 y CNC-8128 y como resultado, se obtuvo un nuevo producto formado por los fragmentos 1y 2
fusionados y con el gen mshA delecionado. (D) El fragmento producto de la fusion se cloné en el plasmidio pGEM-T-Vector y la
construccion obtenida se denominé pGAmshA. (E) Por iltimo, el fragmento fue extraido de pGAmshA por digestion con las enzi-
mas Sphl y Sacl y subclonado en el vector suicida pCVD442 digerido con las mismas enzimas. La construccion obtenida, pCVAmshA
se utilizé para construir los mutantes mshA- de V. cholerae.

Estudio morfolégico de V. cholerae

Muestras de la fase exponencial
y de la estacionaria de cultivos de V.
cholerae fueron observadas al mi-
croscopio Optico para analizar la
morfologia de las células bacteria-
nas. Para ello, se tomaron 10 uL de
los cultivos y se extendieron en un
portaobjeto. Las preparaciones se
fijaron con calor, se tifieron con vio-
leta cristal durante 1 min, luego se
lavaron con agua destilada y se ob-

servaron al microscopio. Se analiza-
ron cualitativamente varios aspec-
tos: forma de coma, largo y grosor
bacteriano.

Ensayo de movilidad

Para evaluar la movilidad de V.
cholerae, colonias aisladas de una
placa fresca de LB fueron inocula-
das por puncién (2 a 3 mm de pro-
fundidad) en una placa de LLB con
agar al 0,3 %. El didmetro de expan-

sién de cada colonia en el agar sua-
ve fue medido al cabo de 24 h de in-
cubacién a 30 °C . Se considera que
una cepa bacteriana no es moévil si
posee un didmetro de 2 mm o me-
nos a partir del punto de aplicacion.

Caracterizacion serolégica de V.
cholerae

Una colonia fresca de ~1,5 mm
de didmetro de la cepa a caracteri-
zar crecida en LB fue resuspendida
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en 30 pL de disolucién salina (NaCl
0,9 %) y esta suspensién bacteriana
fue depositada en tres gotas sepa-
radas de 10 pl cada una sobre un
portaobjetos. Seguidamente, se
anadieron 10 pL de cada uno de los
antisueros anti-O1, anti-Ogawa o
anti-Inaba (Murex Biotech Ltd., RU)
a cada gota, se homogeneizaron las
tres suspensiones por movimiento
suave circular del portaobjetos y se
inspeccioné visualmente la presen-
cia de aglutinacion.

Ensayo de la actividad endoglu-
canasa conferida por el gen celA

La actividad endoglucanasa en
las cepas de V. cholerae marcadas
con el gen marcador celA se deter-
miné segun lo descrito previamen-
te por Robert y colaboradores.”

Determinacion del tiempo de du-
plicacion de V. cholerae

Se determiné el tiempo de du-
plicacién de cada cepa estudiada en
50 mL de medio LB (en erlenmeyers
de 250 mL) a 37 °C y 240 r/min . Para
ello, se inocularon ~107 células de
cada cepa en los 50 mL del caldo de
cultivo a partir de un precultivo cre-
cido durante toda lanoche en LB. La
DO,,, fue determinada cada 30 min
después del comienzo de la fase
exponencial del cultivo y hasta que
se alcanzé la fase estacionaria. Se
tomaron varios tiempos de la fase
exponencial temprana del cultivo
con sus valores logaritmicos de
DO, respectivos y se realiz6é una
regresién lineal con estos datos. El
valor de la pendiente de la recta de
mejor ajuste (B) se utiliz6 para cal-
cular el tiempo de duplicacién (t,, )
de cada cepa segln la expresién si-
guiente: t,  =1g2/B. Los valores del
tup, S€ Obtuvieron de al menos tres
réplicas independientes para cada
cepa y se calculé el valor promedio
y su desviacién estandar.

Ensayo de colonizacion de V. cho-
lerae en el modelo de raton lactan-
te

Grupos de 10 ratones BalB/c de
3 a 5 d de nacidos y separados de
sus madres durante 4 h fueron ino-
culados orogastricamente con 107 a
108 células de las cepas a evaluar
suspendidas en 50 uL de PBS. Las
células para el inéculo fueron cre-
cidas en 5 mL de LB a 37 °C hasta
una DO, = 1. Los ratones se some-
tieron a 4 h de ayuno antes y des-
pués de la inoculacién y fueron de-
vueltos a sus madres. Al cabo de las
96 h, se sacrificaron los ratones de
cada cepa inoculada, se les extraje-

ron los intestinos delgados y luego
de lavarse con PBS, estos fueron
homogeneizados en 5 mL de PBS
(13 500 r/min, 10 s con un homoge-
neizador Ultraturrax). El extracto
crudo y diluciones seriadas de cada
homogenado fueron extendidos en
placas de LB-Pol para contar los
vibriones que fueron capaces de
colonizar el intestino de los ratones.

RESULTADOS Y DISCUSION
Construccion y caracterizacion de
mutantes nulos para la expresion
de MSHA

Las cepas 638 y 1333 (Tabla 1),
fueron seleccionadas para iniciar la
construccién de una nueva genera-
cién de cepas vacunales en las que
sé delecioné el gen mshA. Se selec-
cionaron estas cepas vacunales por
haber mostrado buenas cualidades
en ensayos preclinicos y clinicos,
tales como: indices adecuados de
colonizacién intestinal en el mode-
lo del ratén lactante o en humanos
y capacidad para generar titulos
aceptables de anticuerpos vibrio-
cidas en conejos o humanos. En el
caso de 638, el candidato vacunal
construido en el CNIC que ha sido
mas estudiado,'® se conoce ademas
que protegié a humanos inmuniza-
dos cuando estos fueron retados
con una cepa virulenta de V. chole-
rae (resultados en proceso de publi-
cacion). A diferencia de la cepa 1333,
la 638 es portadora de una mutacién
indefinida que impide que la sub-
unidad MshA, normalmente expre-
sada en esa cepa, se ensamble en la
superficie externa de la bacteria,!¢
por lo que esa cepa poseia de ante-
mano el fenotipo MSHA- resistente
a la infeccién con HybP¢. Sin em-
bargo, se introdujo la mutacién ge-
néticamente definida del gen mshA
en ella debido a que esto es una ca-
racteristica méas deseable y acepta-
da en una cepa vacunal para uso en
humanos que una mutacién indefi-
nida.

Construccion de los mutantes
mshA-

La estrategia utilizada para
delecionar mshA del cromosoma de
estas cepas fue el remplazamiento
genético del gen salvaje mshA por
un locus mshA mutado mediante
recombinacién homoéloga. Esta es-
trategia se realiz6 en varias etapas:
1) primeramente, se delecioné la
mayor parte del gen mshA a través
de la amplificacién y fusién median-
te PCR de las regiones flanqueantes
de este gen (1,3 kb por cada lado)
utilizando como molde ADN genémi-

co de la cepa El Tor N16961 de la
cual, se conoce la secuencia ge-
némica completa®® (Fig. 1). 2) Este
fragmento de ADN fusionado que
contenia la delecién de mshA se
cloné en el vector pGEM-T y de aqui,
se subcloné en el vector suicida
pCVD442 con lo que se obtuvo la
construcciéon pCVAamshA (Fig. 1), la
cual, se transformé por electropo-
raciéon en la cepa S17-1Apir, que
permite la replicaciéon de este plas-
midio, pues contiene la proteina p
necesaria para el funcionamien-
to del ori R6K y 3) el plasmidio
pCVAmshA fue transferido por con-
jugacién desde S17-1Apir hacia V.
cholerae, donde es incapaz de
replicarse y por tanto, ocurre el re-
emplazamiento del locus mshA tipo
salvaje del cromosoma bacteriano
por el locus mutado AmshA conte-
nido en el plasmidio mediante va-
rios eventos de recombinacién ho-
mologa (Fig. 2).

Ahora que se dispone de la se-
cuencia completa del genoma de V.
cholerae®® se hace més sencillo el
proceso de construccién de mutan-
tes, puesto que se pueden predecir
con una precisién casi absoluta los
sitios de corte enzimaticos y las es-
tructuras que se obtendran duran-
te el proceso de construcciéon. El
proceso se siguié mediante Southern
blotting y se seleccioné la enzima
BstXI, que permiti6é un andlisis cer-
tero de todos los eventos de recom-
binacién intermedios hasta llegar a
la construccién de los mutantes
(Fig. 2). Los posibles eventos de re-
combinacién homéloga que podian
ocurrir entre el fragmento portador
de la delecién presente en el plas-
midio pCVAmshA y el genoma de V.
cholerae 638 6 1333, fueron conve-
nientemente representados (Fig. 2).
Dichos eventos podian ocurrir tan-
to por laregién 5” (representada en
blanco) como por la regién 3 (repre-
sentada en negro) del gen mshA (re-
presentado en gris) presente en el
cromosoma bacteriano de estas ce-
pas (Fig. 2). Todos las estructuras
genéticas predichas segun este es-
quema fueron corroboradas en la
practica mediante andlisis por
Southern blotting utilizando la son-
da AmshA-S (Fig. 3).

Asi, los clones en los que el plas-
midio suicida pCVAmshA se inser-
t6 por recombinacién homdloga en
el locus deseado del cromosoma de
las cepas de V. cholerae 638 6 1333
produjeron un patrén de bandas
especifico en los cointegrados obte-
nidos segun el lugar por donde ocu-
rri6 la recombinacién homéloga.

151



Colera. Seleccién de Publicaciones

Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 36, No. 3, 2005.

1,0k ZA KD

Barxl Harkl  Bsixl

Cromosoma de 'z 12
o Preae T P = jp———
g de recombinacion
e raamidlogo
] AT 2
pCVAmshA
Integracidn Integracian
8,7 kb 15k 2EKb 15 ks 77 4,0 kb
I T 1 ) 1 1 1
Hafxl Oafel Os=0d  Bai¥l el Rardl] Bark] Bty
— e ——— — I
l Pogibles coimtegradoe l

Ay W B de recombinackin AT s B

|—:_—— e — ——

Y N emes /N

15kb  ZBkb 4.0kb 4.0 kb 1.5kh 28k
I 1 T

1 I 1 | ) 1
Bar¥l Bsixl = Esi¥l Bar¥l Bar¥l Barxl Bs{l Bafll  Babl
Cramosoma

— T — . — - — T
[ [ e [ [

Fig. 2. Estrategia de reemplazamiento genético seguida para construir mutantes mshA-~. En un primer evento de recombinacion
homoéloga entre el fragmento portador de la delecion, presente en el plasmidio pCVAmshA, y el genoma de V. cholerae, que ocurre de
dos formas posibles (1 6 2), se generan dos posibles cointegrados. En un segundo evento de recombinaciéon homdloga el plasmidio
pCVAmshA se segrega del cromosoma bacteriano también de dos formas posibles (A o B). Los mutantes mshA de V. cholerae se
obtienen como resultado de los eventos de recombinacion 1-By 2-A. El gen mshA se representa en gris y las regiones flanqueantes 5’
y 3’se representan en blanco y negro, respectivamente. También se indica la region de ADN que se utilizo para construir la sonda
AmshA-S, asi como los sitios de corte de la enzima BstXI utilizada para estudiar el proceso de construccion de los mutantes
mediante Southern blotting (Fig. 3) y el tamano de cada fragmento BstXI esperado.

Cuando la recombinacién ocurrid
mediante el evento de recombina-

! 2 3 4 5 6 ciéon 1 y el ADN cromosomal del
cointegrado se digirié con BstXI
13 ggg = — — (Fig. 2) se obtuvieron tres bandas de
6 000 = 8,7;2,8y 1,5 kb (Fig. 3), mientras que
5000 = cuando ocurri6 a través del evento
4000 = — — de re}c;‘zmb.inaci()r}E 2 (Fi§. 2) también
3000 = |y - se obtuvieron tres fragmentos
2500 = BstXI pero de 7,7; 4,0 kb y 1,5 kb
2 000 = (Fig. 3). La estructura de los cointe-
grados pudo ser facilmente diferen-

- —— — — . )
1500 ciada de las cepas de partida (638 y
0 i 1333), las cuales produjeron solo dos
Fig. 3. Andli) a de las cepas de V. pandas de 2,8 y 1,5 kb con BstXI

cholerae 1333 y vouo, uc sus Lutitiey s y HLuwwites sua . i ADN total de cada (Fig. 3). Ademas, los cointegrados
muestra digerido con BstxI, fue aplicado en el orden siguiente: 1. 1333. 2. Cointegrante mostraron un fenotipo resistente
de 1333 por el evento de recombinacion 1. 3. Mutante mshA- RAF01, obtenido por el A, X

evento de recombinacion 1-B. 4. 638. 5. Cointegrante de 638 por el evento de recombi- aamp 101.111na y sensible a sacarosa
nacion 2. 6. mutante mshA- JCGO03, obtenido mediante el evento de recombinacion 2- —conferido por los genes bla y sacB,
A. La sonda utilizada fue DmshA-S. respectivamente, del plasmidio
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pCVAmshA integrado— ausente en
las cepas progenitoras 638 y 1333.
Estos resultados eran esperados
segun fue predicho a partir de las
estructuras del genoma bacteriano
y el plasmidio suicida pCVAmshA.
De acuerdo con esto, se tomaron dos
clones cointegrados correctos —uno
de 638 y uno de 1333— a partir de
los cuales, después de un segundo
evento de recombinacién homélo-
ga, se obtuvieron clones resistentes
a sacarosay sensibles a ampicillina,
lo que indicé que dichos clones ha-
bian segregado —perdido— el plas-
midio anteriormente integrado. El
proceso de segregacion (inverso a la
integracién) también podia ocurrir
segun dos eventos de recombina-
cién (Fig. 2, A o B), uno que genera-
bala delecién deseada del gen mshA
y otro que restituia la estructura ori-
ginal de las cepas progenitoras 638
y 1333. La estructura genética de los
mutantes mshA obtenidos fue facil-
mente distinguible de la estructura
de los segregantes que mantuvieron
la estructura tipo salvaje de sus pro-
genitores, puesto que al perderse un
sitio BstxI junto con el fragmento
delecionado del gen mshA, se genera
una sola banda de 4,0 kb, mientras
que los segregantes que restituye-
ron la estructura original generaron
la misma estructura de los progeni-

tores 638 y 1333 —dos bandas de 2,3
y 1,5 kb— (Fig. 3). Se seleccion6 un
clon que contenia la delecién del
gen mshA por cada cepa progeni-
tora; el clon proveniente de 638 se
denominé JCGO3 y el proveniente
de 1333, RAF01.

Caracterizacion de los mutantes
mshA- obtenidos

Los mutantes mshA- obtenidos
se caracterizaron en cuanto a sus
susceptibilidades a los fagos VGJ¢
y HybP¢. Adicionalmente, con el
objetivo de determinar si los mutan-
tes AmshA construidos conservaban
propiedades deseables en candida-
tos vacunales para inmunizar con-
tra el célera, y también como un
modo de chequear que la mutaciéon
introducida solo afect6 al locus
mshA y no tuvo efectos pleiotrépi-
cos indeseados, se estudi6 la mor-
fologia celular, la movilidad, el
antigeno O, el fenotipo CelA, el
tiempo de duplicacién y la coloni-
zacién en el modelo del ratén neo-
nato.

Susceptibilidad de los mutan-
tes a los fagos VGJo y HybP¢. Se
utilizaron las variantes marcadas,
VGJ-Kno¢ y HybP-Kno, para evaluar
la susceptibilidad de los mutantes
mshA- obtenidos a los fagos VGJfo
y HybP¢. Se pudo apreciar que la

Tabla 2. Susceptibilidad de los mutantes a los fagos VGJ-Kn¢ y HybP-Kn¢.

Cepa Numero de transductantes Kn"?
VGJ-Kn¢P HybP-Kno©
KHT52 (Control +) (1,3 +0,6)-10° 9,7 +£0,9) - 107
JCGO3 ND ND
RAF01 ND ND
KHT46 (Control —) ND ND

2La susceptibilidad a cada fago se determiné mediante el conteo del nimero de
transductantes Kn*. ND Transductantes resistentes a Kn no detectados. Resulta-
dos correspondientes a tres experimentos independientes. PSe utilizaron 10'° parti-
culas de VGJ-Kn¢ para infectar ~10° células de cada cepa (MDI = 10%. °Se utilizaron
108 particulas de HybP-Kn¢ para infectar ~10° células de cada cepa (MDI = 102).

Tabla 3. Didmetro de la expansion en agar suave de las
cepas 638, 1333 y sus mutantes AmshA derivados

Cepas de Z ciolerce Diadmetro de expansioén?

(mm)
Peru-15° 1,6 £0,5
638 20,2 + 1,3
JCGO03 20,0 + 1,8
1333 202 + 14
RAFO01 193 +£13

#Valores promedio de al menos tres experimentos indepen-
dientes. PControl negativo carente de motilidad.

cepa KHT52, usada como control
positivo se infect6 normalmente
con los dos fagos (Tabla 2); sin em-
bargo, los mutantes fueron comple-
tamente resistentes a estos fagos a
una multiplicidad de infeccién
(MDI) de 10% al igual que el mutante
mshA-, KHT46, construido en 1996
por Thelin y Taylor.!?

Morfologia y movilidad. Las cé-
lulas de los mutantes presentaron
una morfologia normal cuando se
examinaron por microscopia éptica.
Para determinar la movilidad de los
mutantes AmshA construidos, fue-
ron sembrados en LB-agar suave
donde se midieron los didmetros de
expansién alcanzados por las colo-
nias. Se considera que una cepa es
no-mévil cuando muestra un dia-
metro de expansiéon en el agar sua-
ve menor de 2 mm . Se aprecié que
los didmetros de expansién de cada
mutante se mantuvieron aproxima-
damente iguales a los didmetros de
expansion de las cepas progenitoras
de partida (alrededor de 20 mm),
mientras que la cepa Peru-15, el con-
trol no-mévil del experimento, se
expandié menos de 2 mm alrededor
del punto de siembra (Tabla 3). Te-
niendo en cuenta estos resultados
se puede considerar que los mutan-
tes resultaron tan méviles como las
cepas progenitoras, lo que indicé
que esta funcién no se alter6 duran-
te el proceso de construccién de los
mutantes.

Antigeno O de superficie. La
respuesta inmune mayoritaria ge-
nerada por una vacuna anticélera es
contra el lipopolisacarido (LPS) de
la superficie externa de la bacteria
también conocido como antigeno O.
De aqui, la importancia de confir-
mar que las cepas mutadas en el gen
mshA expresen el antigeno corres-
pondiente a sus cepas progenitoras
correctamente. Esto se estimé me-
diante la aglutinacién de las células
bacterianas con antisueros especi-
ficos para cada antigeno O. Se pudo
comprobar que el mutante JCGO03
conservo el serogrupo Ol y el sero-
tipo Ogawa y el mutante RAF01 con-
servé el serogrupo Ol y el serotipo
Inaba de sus cepas progenitoras res-
pectivas.

Fenotipo CelA*. A la mayoria de
las cepas vacunales de V. cholerae
genéticamente modificadas cons-
truidas en el Dpto. de Genética del
Centro Nacionla de Investigaciones
Cientificas, se les ha introducido el
gen celA, que codifica la endogluca-
nasa A de Clostridium thermocellum,
mediante insercién mutacional en
el gen que codifica la HA/proteasa
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(hap). Esta modificacién facilita la
identificacién de las cepas vacuna-
les de otras cepas de V. cholerae, lo
que permite chequear la pureza del
cultivo durante el proceso produc-
tivo y el seguimiento en el ambien-
te de las cepas vacunales durante
las campanas de vacunacién a la vez
que elimina el efecto reactogénico
indeseado que pudiera tener el gen
hap.!” Todos los mutantes AmshA, al
igual que las cepas progenitoras res-
pectivas, mostraron la actividad B-
1,4-endoglucanasa conferida por el
gen celA, por lo que se descarta la
posibilidad de que se haya introdu-
cido alguna mutacién no deseada
que hubiera afectado el fenotipo
CelA", lo que ratifica la estabilidad
genética de este marcador en las
cepas vacunales.

Tiempo de duplicacion. Las ca-
racteristicas del crecimiento de los
mutantes JCG03 y RAF01 fueron
analizadas en medio rico LB a 37 °C
y 240 r/min . Se realizaron curvas de
crecimiento por triplicado de cada
uno de estos mutantes y de sus ce-
pas progenitoras y se determinaron
sus tiempos de duplicacién medios
durante la fase exponencial. El
tiempo de duplicacién de la cepa
JCGO03 fue de (18,96 = 0,77) min,
mientras que el de su progenitor 638
fue de (19,73 = 1,16) min . En el caso
de la cepa RAFO01 el tiempo de du-
plicacién fue de (19,12 + 1,64) min,
mientras que el de su progenitor
1333 fue de (19,81 += 1,31) min . Es-
tos resultados indicaron que la mu-
tacion del gen mshA no afect6 la ve-
locidad de crecimiento de las cepas
JCGO03 y RAFO01.

Colonizacion en el intestino del
raton lactante. Una colonizacion
adecuada en el intestino humano es
necesaria para generar una respues-
ta inmunolégica potente y durade-
ra, ya que la multiplicacién local de
la bacteria potencia la interacciéon
de V. cholerae con el sistema inmu-
ne mucosal. Se evalu6 la coloniza-
ci6n de los mutantes AmshA JCG03
y RAF01 y sus cepas progenitoras
en el modelo del ratén lactante.
Aunque no existe un modelo animal
ideal para evaluar la colonizacién de
V. cholerae, la correspondiente a di-
ferentes cepas de V. cholerae en el
modelo del ratén lactante tiene un
elevado grado de correspondencia
con la que tiene lugar en volunta-
rios humanos.? La tabla 4 muestra
la colonizacién alcanzada por cada
una de las cepas de partida y sus res-
pectivos mutantes AmshA a las 96 h
después de la inoculacién. Como
puede apreciarse, tanto las cepas de

Tabla 4. Capacidad colonizadora de las cepas vacunales 638, 1333 y sus mutantes
AmshA en el modelo de ratén lactante

Cepas Iné6culo (UFC) UFC recuperadas (96 h)?
KHT52P 1,30 - 107 ND
638 2,41 -107 (7,30 = 0,29) - 10°¢
JCGO3 1,59 - 107 (8,12 = 0,85) - 10°¢
1333 2,49 - 108 (1,97 = 0,563) - 107
RAF01 4,25 - 107 (2,56 = 0,60) - 107

aCada valor corresponde al promedio del nimero de unidades formadoras de colonias
obtenidas de diez ratones procesados a las 96 h después de inoculados. "Cepa mutante
de TCP no colonizadora usada como control negativo. ND Ninguna UFC detectada.

partida como los mutantes coloni-
zaron el intestino delgado de los
ratones neonatos de manera acepta-
ble para la generacién de una res-
puesta inmune. Esto indica que la
mutacién del gen mshA no afecté la
funcién de colonizacién en los mu-
tantes.

CONCLUSIONES

La delecién del gen que codifica
la subunidad proteica principal de
la fimbria MSHA en la nueva gene-
racién de cepas vacunales construi-
da en este trabajo, evita la transmi-
sién horizontal de los genes de la
toxina del célera. Los mutantes ob-
tenidos mediante esa manipulacién
genética fueron completamente re-
sistentes ala infeccién con los fagos
VGJo y HybP¢, lo cual disminuye a
un minimo la probabilidad de
readquisiciéon de CTX¢ por media-
cién de un fago hibrido del tipo de
HybP¢. El proceso de construccién
de los mutantes no alteré ningtn
otro factor importante deseable en
una cepa vacunal de V. cholerae, ta-
les como la morfologia celular, la
movilidad, la estructura del anti-
geno O de superficie, la velocidad
de crecimiento y la capacidad de las
cepas mutadas para colonizar ade-
cuadamente el intestino delgado del
ratén lactante. Los candidatos vacu-
nales construidos estan listos para
entrar en fase de estudios preclini-
cos y clinicos. Se prevé que la mu-
taciéon introducida no afectara la
induccién de una respuesta inmu-
ne adecuada para proteger contra el
célera, ya que se ha informado pre-
viamente que la fimbria MSHA no
es importante para el desarrollo de
una respuesta protectora contra el
cblera .11
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