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RESUMEN. Coélera, la enfermedad diarreica aguda causada por Vibrio
cholerae O1y 0139 contintia produciendo brotes endémicos y epidémicos en
muchas partes del mundo, principalmente, en paises pobres. Las investiga-
ciones més promisorias hasta el momento para obtener una vacuna eficaz
contra esta enfermedad se han centrado en la obtencién de cepas de V. cholerae
vivas atenuadas para ser usadas como vacunas orales. El comportamiento de
estas cepas genéticamente modificadas en el ambiente al ser liberadas duran-
te campanas de vacunacién, es impredecible. Se sabe que potencialmente
pueden adquirir genes de virulencia mediante el mecanismo de transferencia
genética horizontal con otros microorganismos. Con el objetivo de dismi-
nuir la probabilidad de ocurrencia de este evento genético no deseado este
trabajo describe la construccién de nuevos candidatos vacunales con capaci-
dad disminuida para proliferar en el ambiente. La estrategia que se sigui6
fue la introduccién de una mutacién definida en el gen lysA en el candidato
vacunal de V. cholerae 1333. Este gen codifica para la diaminopimelato
descarboxilasa, enzima que cataliza el ltimo paso de la via biosintética de
la lisina y por tanto, las cepas mutadas obtenidas son auxétrofos a lisina y
poseen una capacidad disminuida para proliferar en condiciones deficientes
de este aminoéacido. Uno de los mutantes, 1333L2-2, se caracterizé en cuanto
a su morfologia, motilidad, crecimiento in vitro y colonizacién en el modelo
de célera del ratén lactante mostrando caracteristicas similares a su cepa
parental.

ABSTRACT. Cholera is an acute diarrheal disease caused by the serogrups
O1 and 0139 of the enteropathogenic bacterium Vibrio cholerae that
continuous causing epidemic outbreaks in many underdeveloped countries
where this disease is endemic. The most promising strategy for developing
an effective cholera vaccine has focused in the use of V. cholerae live
attenuated strains as oral vaccines. The behavior of these genetically modified
strains in the environment during vaccination campaigns is unpredictable.
Therefore, there is the risk of acquisition of virulent genes through horizon-
tal gene transfer mechanisms mediated by other microorganisms. In order
to decrease the chance of occurrence of these undesired genetic events this
work describes the construction of new vaccine strain candidates with
diminished capacity to proliferate in the environment. The new strains were
generated by introducing a defined mutation in the lysA gene of the
previously obtained V. cholerae vaccine strain candidate 1333. This gene
encodes the enzyme diaminopimelate descarboxylase, which catalizes the
last step in the lysine biosynthetic pathway. The resultant mutant strains
are lysine auxotrophs and for that reason they have diminished capacity to
proliferate in lysine-deficient conditions. One of the mutants, 1333L2-2, was
compared with its parental strain 1333 regarding morphology, in vitro growing
rate, motility and colonization in the infant mouse cholera model and these
features were similar in both strains.

INTRODUCCION

El célera es una de las enferme-
dades diarreicas epidémicas mas
severas que afecta a los paises sub-
desarrollados en los que presenta
elevados niveles de morbilidad y
mortalidad. El agente causal de la
enfermedad es Vibrio cholerae,
siendo los serogrupos O1 y 0139 los
responsables de las siete pandemias
ocurridas hasta el momento.

La patogénesis del célera invo-
lucra la ingestién oral de comida y
agua contaminada, el paso del mi-
croorganismo a través de la barrera
acida del estémago y la colonizacién
en la regién proximal del intestino
donde es liberada la toxina colérica
responsable de un desbalance electro-
litico que causa una diarrea severa.!

Se han desarrollado varios pro-
totipos vacunales contra el célera,
siendo las vacunas vivas atenuadas
suministradas por via oral la varian-
te mas promisoria hasta el momento
luego de demostrarse que la infec-
cién clinica con Vibrio cholerae esti-
mulaba un respuesta inmune eficaz
y de larga duracién.?

La cepa Vibrio cholerae 1333 ob-
tenida en el laboratorio de Genética
del Centro Nacional de Investigacio-
nes Cientificas, Ciudad de La Haba-
na, es una de las cepas atenuadas
que ha resultado bien tolerada e
inmunogénica en humanos. Esta
cepa derivada de la cepa El Tor
Inaba C6706 fue obtenida por dele-
cién del casete de virulencia CTX y
la introduccién en el locus de la
hemaglutinina proteasa (hap) de un
gen marcador, celA, que codifica
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para al enzima endoglucanasa A de
Clostridium thermocellun, procedi-
miento similar al empleado para
obtener el candidato vacunal de V.
cholerae Ogawa 638.3#

Aun cuando las vacunas vivas
parecen ser los candidatos mas
promisorios para la obtencién de
una vacuna eficaz contra el célera
tienen el inconveniente de que al
ser liberadas al ambiente potencial-
mente pueden readquirir genes de
virulencia por mecanismos de
transferencia genética horizontal
con otros microorganismos. Por este
motivo, se han buscado féormulas
para disminuir la proliferacién de las
cepas atenuadas en el ambiente lue-
go del proceso de vacunacién.

Este trabajo se propuso obtener
y caracterizar los mutantes deriva-
dos del candidato vacunal 1333
auxoétrofos a la lisina, mediante la
inactivacién del gen lysA con el fin
de disminuir su capacidad prolife-
rativa en condiciones deficientes de
este aminoacido. LysA codifica para
la diaminopimelato descarboxilasa,
enzima que cataliza el altimo paso
de la via biosintética de la lisina

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

Latabla 1 muestra las cepas bac-
terianas y plasmidios utilizados en
este trabajo junto a sus caracteris-
ticas mas importantes.

Los medios de cultivo utilizados
fueron: LB; medio minimo M9G
(Na,HPO,, 0,6 %, KH,PO, 0,3 %,
NaCl 0,05 %, NH,C1 0,1 % y glucosa
0,2 %), medio syncase minimo
(Na,HPO, 0,5 %, K. HPO, 0, 5 %, sa-
carosa 0,5 % y NH,Cl 0,118 %) y
medio LBSacarosa (triptona, 1 %;
extracto de levadura, 0,5 %, sacaro-
sa, 15 %). En el medio sélido se utili-
z6 agaral 1,5 %, excepto para LBAgar
suave en el que se uso6 al 0,3 %.

Cuando fue necesario, a los me-
dios se les anadieron antibiéticos a
las concentraciones siguientes:
ampicillina (Amp) a 100 ug/mL, ka-
namicina (Km) a 100 pug/mL y
polimixina B (P) a 100 U/mL y en el
caso de la lisina se utilizé a una con-
centracién de 40 pg/mL .

Técnicas usadas en el trabajo con
el ADN

El aislamiento de ADN genémico
de Vibrio cholerae se realiz6 segin
el método de Ausubel y col.’y la pu-
rificacion de ADN plasmidico me-
diante el Sistema Wizard® Plus
Midipreps DNA purification System
de Promega.

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidios utilizados.

— Cepas Caracteristicas
2 ool
SM10Azzr 227 e dew tonA lac¥ supl rec4 RP4-2Tc::Mu \pz7; Km'.

Hospedero para vectores suicidas con funciones de transferencia
integradas en el cromosoma.®

JM109 7ecAl suplfAa endA\ LsdAT gyrP6 reldl 27 Nloe proAs,

(Promega).
K clolerae

S12CMY12 Cepa O1, El Tor, Ogawa A(cep 0777 ace cof cizd cirh) fap. celd,
Aasa

JM13H12 Mutante auxdtrofo a lisina derivado de S12CMY12 obtenido
en este trabajo.

C6706 Cepa O1, El Tor, Inaba, aislada en Pera en 1991.

1333 Derivado de C6706 A(cer 0777 ace zof ciaAd cixB) /ap..celd.

13331L2-2 1333 Aye4 (este trabajo).

Plasmidios

PUTKm2 Plasmidio suicida Amp*, Kam?"*

pCVD442 Vector suicida Amp* y contiene ademas el gen swzcZ,
como marcador de contraselecciéon.’

pUC19 Vector para clonacién, Amp*.”

pCVIM Derivado del pCVD442 con el fragmento 4741 del ADN
cromosémico del mutante JM13H12 adyacente a la insercién
del minitn5Km2. (este trabajo)

pUJM Derivado del pUC19 con el inserto proveniente del pCVJM
que contiene el flanqueante al transposén minitn5Km.
(este trabajo)

pUIMAZs4  Derivado del pUJM con una delecién Aecd/AA en el gen JysA.
(este trabajo)

pPCVAZys4 Derivado del pCVD442 con el fragmento Sp/4/~Swue/
del pUJMAZ.s4 que contiene al gen /zs4 mutado.

pGEM® T Vector derivado del pGEM® 5Zf(+) utilizado para la clonacién

vector de productos de PCR con adenina en los extremos, Amp®.?

pGlysA2 Derivado del pGEM® T Vector con el gen 4.e4 amplificado
por PCR clonado en la direccién contraria al gen Zzz2”
en el pGEM®-5Zf(+) .(este trabajo)

pGlysA3 Derivado del pGEM® T Vector con el gen 4.e4 amplificado

por PCR clonado en la misma direccién del gen Zz2”
en el pGEM®-5Zf(+). (este trabajo)

La separacién del ADN en geles
de agarosa fue hecha segin Sam-
brook y col.’y la purificacién de frag-
mentos de ADN a partir de ellos, se
realiz6 utilizando el sistema GFX™
PCR DNA and gel Band Purification
de Amersham Pharmacia Biotech.

La secuenciacién del ADN se
hizo utilizando el método de Sanger,"!
con el sistema T7 sequenase ,, 7-
deaza-dGTP suministrado por Amer-
sham. Para la secuenciacién del
fragmento flanqueante a la inser-
cién del minitransposén se utiliza-
ron los cebadores universales del
pUC19, cebador directo (-40) y
cebador reverso (-21) y para la se-
cuenciaciéon de los clones pUJMAlysA
se sintetizé un oligonucleétido de
16 pares de bases con la secuencia
siguiente: 5-GCAAGGTGGTATTC-
TC-3'. Este oligo hibrida con una

secuencia interna del gen lysA
clonado en el pUJM situada a 83 pb
del sitio donde se le realizaron las
modificaciones para la obtencién
del pUJMALysA.

La secuencia nucleotidica obte-
nida fue comparada con la secuen-
cia de ADN cromosémico de Vibrio
cholerae N16961 que se encuentra
depositada en el Instituto de Inves-
tigaciones del Genoma (TIGR),
EE.UU. Para el analisis de la secuen-
cia se utilizaron los programas Clone
version 3.11 y Gene Runner version
3.02.

Latécnica de hibridacién Southern
blot se realizé segin Sambrook y
col.’ Las muestras de ADN, digeri-
das previamente con diferentes en-
zimas, fueron corridas en un gel de
agarosa al 1,0 %, transferidas a una
membrana de nylon del tipo Hy-
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bond-N siguiendo un procedimiento
de transferencia alcalina por capi-
laridad descendente.’?La deteccién
se realizé con el sistema no radioac-
tivo para digoxigenina (DIG) de
Boehringer Mannheim.

La transformacién bacteriana se
realizé6 mediante electroporacién,
segun Dower y col.,”® y en el caso de
V. cholerae se siguié el mismo pro-
cedimiento con ligeras modificacio-
nes: las células fueron lavadas tres
veces con una disolucién amortigua-
dora (SEB) que contenia 0,27 mol/L
de sacarosa, 0,013 mol/L. de Na,HPO,
y 0,001 mol/L de MgCl,y finalmen-
te resuspendidas en un volumen
adecuado de la misma disolucién.*

Generacion de una libreria de
inserciones del miniTn5-Km?2 en V.
cholerae S12CMY12 y seleccion de
un mutante auxoétrofo a la lisina

La mutagénesis con el trans-
posén fue llevada a cabo mediante
conjugaciéon.® La cepa donadora E.
coli SM10Apir transformada con el
pUTKm2 se puso en contacto con la
cepa receptora V. cholerae S12CM-
Y12 en una placa de LB durante 4 h
a 37 °C. La mezcla de conjugacion
se extendi6 en placas de M9G suple-
mentadas con Km, P y lisina. Las
colonias resultantes se replicaron

Bgilf

ADN
Crma s mira
de JMITHIT

1. Digesthin. com Bl - Spikd

haciaplacas de LBPKm y LBPAmpKm.
Los clones resistentes a kanamicina
y sensibles a ampicillina se seleccio-
naron considerando que en su ge-
noma se habia insertado una copia
del transposén sin el plasmidio
acompanante. La busqueda de
auxoétrofos a la lisina se realizé me-
diante siembra paralela en placas de
M9G sin suplemento aminoacidico
y en placas de M9G con suplemen-
to de lisina.

Clonacion del fragmento de ADN
cromosomal flanqueante a la inser-
cion del minitn5Km?2

E1 ADN cromosomal del mutante
auxo6trofo a la lisina JM13H12 se
digirié con BglII y se ligd con el
vector pCVD442 igualmente digeri-
do. Células bacterianas de E. coli
SM10Apir se transformaron por
electroporacién con la reaccién de
ligamiento. Los clones recombinan-
tes se seleccionaron en placas de
LBAmpKm. Un clon con el inserto
correcto se caracterizé por restric-
cién y se denominé pCVJIJM (Fig.
1A). Este plasmidio fue posterior-
mente digerido BglIl/Sphly el frag-
mento que contenia el flanqueante
alainsercion del minitransposén se
cloné en pUC19 digerido con BamHI
y Sphl dando lugar al plasmidio

2 Ligamiraia com FOC1 9 Spbl < BamHT

FECUEMNCIALHHY

pUJM (Fig. 1B), lo que facilité su
secuenciaciéon con los cebadores
universales de pUC19.

Construccion de los plasmidios
pUIMAlysA y pCVAlysA

El gen lysA en pUJM se inactivd
in vitro a través de la eliminacién
de un fragmento interno para obte-
ner el alelo AlysA. Se traté de man-
tener el marco abierto de lectura
para lo cual, el plasmidio pUJM se
digiri6 con las enzimas Accl y Pstl,
eliminandose una regién de 106 pb
del gen lysA. Luego de un trata-
miento con T4 ADN polimerasa y
religamiento en presencia de frag-
mentos de ocho pares de bases (pb)
con un sitio Pstl interno, la mezcla
de ligamiento se transformé en cé-
lulas de JM109. Se secuenciaron
tres de los clones recombinantes ob-
tenidos y el clon que poseia las mo-
dificaciones esperadas se denomi-
n6 pUJMAlysA (Fig. 1C). Este plas-
midio fue digerido posteriormente
con las enzimas Sphl y Smal, y la
banda que contiene el alelo AlysA
ligada con el vector pCVD442 igual-
mente digerido. La mezcla de li-
gamiento se transformé en células
de SM10Apir luego de lo cual, un
clon apropiado fue seleccionado y
nombrado pCVAlysA (Fig. 1D).

I. Digeaiiin con Acel 7 Peil

2, Ligamienis com Brag de
Hph can sithe Pl

2. Trabamiesis can T, ADN palimerass

5

Fig. 1. Estrategia de construccion del plasmidio suicida pCVAlysA. Aparece rayada la secuencia de ADN de la cepa JM13H12 que
flanquea por el lado derecho a la insercion del minitnd5Km2, el cual se representa a su vez flanqueado por las secuencias de inser-
cion en negro. Se muestran los sitios de restriccion de las enzimas relevantes en el proceso de clonacion.
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Construccion de un mutante mo-
lecularmente definido de la cepa
de Vibrio cholerae 1333 con auxo-
trofia a la lisina

La construccién de un mutante
molecularmente definido con la sin-
tesis de una diaminopimelato
descarboxilasa (LysA) inactiva se
realiz6 mediante reemplazamiento
alélico del gen lysA en el cromoso-
ma de la cepa V. cholerae 1333 con
el alelo mutado del vector suicida
pCVAlysA. Primeramente, este
plasmidio se introdujo en Vibrio
cholerae 1333 mediante conjuga-
cién, incubando una mezcla de la
cepa donadora y la aceptora (1:1) en
medio LB durante 4 h a 37 °C . Los
transformantes resultantes se selec-
cionaron en placas de LBPAmp. El
sitio de integracion del pCVAIlysA se
analiz6 mediante Southern blot. Los
cointegrados correctos se cultivaron
en caldos LB sin presion selectiva de
antibiéticos, y se extendieron en pla-
cas de LB sacarosa. Las colonias
resultantes se replicaron a placas de
MI9G y MIG con suplemento de
lisina para seleccionar los clones
que poseian auxotrofia a este
aminoacido. Los segregantes co-
rrectos se identificaron por Southern
blot

Caracteristicas del crecimiento y
observacion morfolégica de los
mutantes auxotrofos a la lisina

Para analizar el crecimiento
de los mutantes auxétrofos a la
lisina se determiné el tiempo de
duplicacién de la cepa en un me-
dio rico en nutrientes (LB) y en
un medio minimo (syncase con
suplemento de lisina). En ambos
casos, se inocul6 1 - 107 células/mL
en erlenmeyers con 50 mL del caldo.
Ladensidad éptica (DO) a 600 nm fue
determinada cada 20 min hasta que
se alcanz6 la fase estacionaria.

Muestras de la fase exponencial
y de la fase estacionaria de los cul-
tivos fueron observadas al micros-
copio 6ptico para analizar la morfo-
logia de los mutantes.

Ensayo de colonizacion de los mutan-
tes en el modelo de raton lactante

Grupos de cinco ratones BalB/c
de 3 a 5 d de nacidos, separados de
sus madres 4 h antes, se inocularon
intragéstricamente con 10° unida-
des formadoras de colonias (UFC)
de cada cepa de V. cholerae. Las cé-
lulas para el inéculo se crecieron en
5 mL de caldo LLB a 37 °C hasta una
DO de 1,0 a 600 nm, partiendo de
colonias de placas frescas. Los titu-
los bacterianos en cada inéculo se

determinaron extendiendo dilucio-
nes seriadas de él en placas de LB.

Los ratones inoculados se incu-
baron a temperatura ambiente en
ausencia de sus madres toda la noche.
Al cabo de 24 h fueron sacrificados,
se les extrajo el intestino delgado,
que fue lavado dos veces con PBS y
homogenizado en 5 mL de esta di-
solucién amortiguadora. Diluciones
seriadas de cada homogenado se ex-
tendieron en placas de LBP para
evaluar la colonizacién.

Complementacion del mutante de
V.cholerae 1333L2-2

Con el objetivo de complemen-
tar al mutante V. cholerae 1333L2-2
se amplificé el gen lysA de V. cho-
lerae 1333 a través de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para ello, se disenaron dos
oligos que fueron sintetizados por
el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, Ciudad de La Haba-
na. La secuencias de los oligonu-
cleétidos cuesta arriba y abajo del
gen lysA son: 5’-GTAAATCACGC-
TACTAAG-3’ y 5’-AGAAAAATGG-
AAATGC-3’, respectivamente. Estos
oligos amplifican la regién codificado-
radel gen lysA y 30 pares de bases que
pertenecen alaregién intergénica que
se encuentra entre lysA y el gen pre-
cedente.

La banda obtenida como resul-
tado de la reaccién de PCR se cloné
en el vector pGEM® T Vector obte-
niéndose el plasmidio pGlysA3 que
posee el gen lysA clonado en la mis-
ma direccién que el gen lacZ. La
cepa de V. cholerae 1333L2-2 se
transformé por electroporacién con
pGlysA3 y se seleccionaron los trans-
formantes en placas de LBAmp. Las
colonias obtenidas se replicaron ha-
cia placas de syncaseAmp y de este
con suplemento de lisina y se incu-
baron toda la noche a 37 °C .

Ensayo de motilidad

Colonias aisladas de una placa fres-
ca de LB se inocularon por insercién
(2 a 3 mm) en una placa de LBAgar
suave. El didmetro de cada colonia
expandida en el agar suave se midi6
al cabo de 24 h de incubacién a 30°C .

RESULTADOS Y DISCUSION
Generacion de una libreria de
inserciones del miniTn5-km?2 en
Vibrio cholerae S12CMY12 y selec-
cion de un mutante auxétrofo a la
lisina

La libreria de inserciones gene-
rada con el minitransposén mini-
TnbKm2, contenido en el plasmidio
pUTKm2, en el genoma de la cepa

de Vibrio cholerae S12CMY12 origi-
no cerca de 2 500 clones. El 50 % de
estos constituyé el resultado de la
integracién del plasmidio pUTKm2
en el ADN cromosémico de S12CM-
Y12, mientras que el otro 50 % co-
rrespondié Unicamente a la trans-
posicién del elemento de insercion.
De estos tltimos clones, se seleccio-
noé un mutante auxétrofo a la lisina
que fue denominado JM13H12.

Caracteristicas del crecimiento de
JM13H12, observacion morfolégica
y colonizacién en el modelo de ra-
ton lactante

LacepaJM13H12 al contener en
su genoma un gen de resistencia a
antibiético (Km) no es Gtil como
cepa vacunal. A pesar de esto, el
mutante se sometié a un andlisis de
su velocidad de crecimiento, morfo-
logia y niveles de colonizacién
comparada con la cepa parental para
determinar si la mutacién debida a la
insercién del transposén resultaba en
algiin efecto negativo sobre cuales-
quiera de estas caracteristicas que
imposibilitara mas tarde la obtencién
de una cepa vacunal con una muta-
cién definida en el mismo gen afecta-
do por la insercién del transposén.

Se determinaron los tiempos de
duplicacién del mutante JM13H12
y de su cepa parental en medio LB.
Para el primero resulté de 24,39 min
mientras que para la cepa parental
fue de 20,89 min. Los resultados
evidenciaron que la insercién del
transposén en el mutante no afecté
drasticamente la velocidad de cre-
cimiento que resulté similar a la de
la cepa parental.

Morfolégicamente no se observa-
ron diferencias significativas en cuan-
to a la forma de coma, el largo o gro-
sor bacteriano entre la cepa mutante
y la parental, por lo que se pudo afir-
mar que la insercién del transposén
no gener6 cambios de morfologia
detectables al microscopio éptico.

Estos resultados indicaron la
factibilidad de continuar el trabajo
de obtencién de un mutante auxé-
trofo a lisina en Vibrio cholerae con
propositos vacunales.

Analisis del ADN cromosomico de
JM13H12 por Southern blot

La hibridacién Southern blot se
utilizé para determinar el nimero
de inserciones del transposén pre-
sentes en el genoma de JM13H12 y
ademas caracterizar, segin los si-
tios de restriccién al fragmento que
contenialainsercién del miniTn5Kma2.
Se usé como sonda al fragmento de
ADN que contiene al gen de resis-
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tencia a la kanamicina del mini-
Tn5Km2 (fragmento EcoRI).

Se utilizaron enzimas de res-
triccién que no poseian sitios de cor-
te dentro del médulo de inserciéon
del minitransposén como: Dral,
Ncol y Ndel. Ademas, fue utilizada
la enzima BglII que corta en el ex-
tremo I del miniTn5Kma2.

Todas las enzimas ensayadas
generaron una Unica banda, lo que
evidencio que solo se produjo una
insercién del transposén en el geno-
ma de JM13H12 (Fig. 2). La banda
obtenida con BglII fue la de menor
tamano y midié aproximadamente
3,5 kb de los cuales 1,8 kb pertene-
cen al minitransposon y el resto
(1,7 kb) al flanqueante derecho del
miniTn5Km2. Las demas digestio-
nes ensayadas produjeron una ban-
da mayor de 5,4 kb.

Clonacion del fragmento de ADN
cromosomal de JM13H12 que con-
tiene la insercion del miniTn5Km?2

Se seleccioné la enzima BglII
para clonar el fragmento de ADN
cromosomal de JM13H12 que con-
tiene la insercién del minitransposéon
por ser esta enzima la que origina-
ba la banda de menor tamano. Si-
guiendo el procedimiento descrito
en materiales y métodos se obtuvo
el plasmidio pCVJM (Fig. 1A).

Se determiné la orientacién del
fragmento clonado por analisis por
restriccién y se caracterizé el flan-
queante al transposén en cuanto a
la presencia o no de sitios para las
enzimas siguientes: BglII, Sall,
EcoRI, Dral, Xhol, Kpnl, Sphly Sacl.

La digestién doble Xhol/EcoRI de
pCVJIM reveld la orientacién del frag-
mento clonado generando tres ban-
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Fig. 2. Andlisis del mutante de V. cholerae
JM13H12 por Southern blot. El ADN de
JM13H12 fue digerido con diferentes en-
zimas. El carril a corresponde a la diges-
tion con Bglll, el b, a la digestion con
Dral; el caladigestion con Ncol;eld ala
digestion con Ndel y el e al marcador de
peso molecular ADN de fago A digerido
con las enzimas HindIII y EcoRIL

das, de 5, 3y 1,2 kb, lo que se corres-
pondié con la existencia de dos sitios
de corte de la enzima EcoRI en el
vector, en el sitio multiple de clo-
nacién y en el gen sacB, y un sitio de
restriccion para Xhol en el gen que
confiere resistencia a kanamicina
presente en el minitransposén.

En las digestiones del pCVJM
con Sall, EcoRI, Sphl, Kpnly Sacl
se obtuvieron las bandas esperadas
teniendo en cuenta los sitios de cor-
te de estas enzimas en el vector de
clonacién y en el miniTn5Km2. En
ninguno de los casos aparecieron
bandas adicionales lo que revel6 la
ausencia de sitios de corte para es-
tas enzimas en la regién clonada
adyacente al transposén.

Secuenciacion del fragmento flan-
queante al miniTn5Km?2

Se secuenciaron 431 nucleétidos
del pUJM, de los cuales, 35 pertene-
cen al extremo O del miniTn5Km2
y 29 al sitio multiple de clonacién
del pUC19. La secuencia restante
que pertenece al genoma de JM13-
H12 fue comparada con la secuen-
cia de la cepa de Vibrio cholerae
N16961 depositada en la base de
datos del Instituto de Investigacio-
nes del Genoma (TIGR). Se encontrd
que la secuencia correspondiente al
fragmento adyacente al transposén
tenia homologia con el gen lysA y
el otro extremo de la secuencia
clonada poseia homologia con el
gen dapF. El primero se halla loca-
lizado en el cromosoma mayor de
Vibrio cholerae (VCO125), con una
longitud de 1,25 kb. Este gen codifi-
ca para la enzima diaminopimelato
descarboxilasa, encargada de
catalizar el ultimo paso de la via de
biosintesis de la lisina.!®

El gen dapF (VCO126) se en-
cuentra a continuacién de lysA con
un tamano de 870 pb. Su secuencia
codifica para la enzima diamino-
pimelato epimerasa que también
forma parte de la ruta biosintética de
la lisina, donde cataliza la reaccién de
formacién del mesodiaminopimelato,
que constituye el sustrato de la
diaminopimelato descarboxilasa ade-
mas de ser un compuesto esencial del
peptidoglicano en las bacterias Gram-
negativas.'®

Ambos genes se encuentran
sobrelapados y en la misma orien-
tacién segun indica el TIGR.

La insercién del miniTn5Km2
en el gen lysA parece ser el res-
ponsable de la auxotrofia a la lisina
encontrada en la cepa JM13H12. Re-
sultados semejantes se informaron
para E. coli donde cepas mutadas en

el gen lysA muestran una auxotrofia
a la lisina.’”

Construccion de un mutante de
Vibrio cholerae 1333 molecularmen-
te definido con auxotrofia a la lisina

Teniendo en cuenta que la muta-
cién del gen lysA genera auxotrofia
a la lisina, se disendé una estrategia
para construir un mutante de la
cepa de V. cholerae 1333 que mostra-
ra la sintesis de una diaminopimelato
descarboxilasa inactiva para dar ori-
gen a un candidato vacunal con ca-
pacidad proliferativa disminuida en
condiciones deficientes de lisina.

Primeramente, se construyé el
plasmido pUJMAlysA (ver materia-
les y métodos) que contiene un frag-
mento del gen lysA interrumpido
por una delecién de 106 pares de
bases donde se adicion6é ademas un
fragmento de 8 pb con sitio PstI, con
el objetivo de mantener el marco
abierto de lectura original y evitar
las posibles afectaciones de efectos
polares. Se seleccionaron tres de los
clones recombinantes obtenidos
utilizando como criterio un chequeo
por restriccién con las enzimas PstI
y HincII que resultara en un tnico
sitio de corte con PstI, el cual debia
corresponderse a la presencia del
fragmento de 8 pb adicionado y una
banda de menor tamano que el
plamidio original linealizado en el
caso de la enzima HinclI, lo que co-
rrobora la ocurrencia de la delecién.
Aln asi quedaba la incertidumbre
de que se hubiesen incertado varios
fragmentos de 8 pb uno a continua-
cién del otro, por lo cual, se decidi6
la secuenciacioén de estos clones para
verificar la correcta introduccién de
las modificaciones realizadas.

Las secuencias obtenidas reve-
laron que el clon 5 era el inico que
poseia un solo fragmento de 8 pb
con sitio PstI adicionado a diferen-
cia del resto (Fig. 3) por lo cual, fue
seleccionado para la obtencién pos-
terior del plasmidio pCVAlysA tal
como fue descrito (Fig. 1). Este
vector suicida se introdujo en V.
cholerae 1333 mediante conjugacion
generando un grupo de cointe-
grantes como resultado de un primer
evento de recombinacién homéloga
entre los fragmentos adyacentes a
la delecién en el plasmidio y los
fragmentos homologos en el cromo-
soma de la cepa. La técnica de
Southern blot permitié conocer la
estructura génica de los cointe-
grantes. Para ello el ADN cro-
mosomal (ADNc) de los diferentes
cointegrantes se digirié con la enzi-
ma de restricciéon Xhol que posee
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dos sitios de corte en el genoma de
V. cholerae exteriores a los genes
lysA/dapF. La digestién con Xhol
produce una banda de 5,2 kb en lacepa
tipo salvaje y una banda de 12,5 kb en
los cointegrantes correctos corres-
pondientes a la insercién del plas-
midio en el gen lysA del cromoso-
ma de la cepa (Fig. 4).

Como resultado del proceso de
segregacién de los cointegrantes
correctos, se seleccionaron cinco
clones que mostraron auxotrofia a
la lisina en syncase minimo, para
identificar por Southern blot que en
efecto la auxotrofia de este aminoa-
cido se debia a la presencia del gen
mutado en sus genomas.

Con este fin, el ADNc de los se-
gregantes y la cepa parental se di-
girié con las enzimas BglIl y Pstl,
cuyos sitios de restricciéon se sittan
en el interior del gen dapF y en el
octamero anadido para mantener el
marco de lectura original respecti-
vamente. Como resultado de esta
digestion, se esperaban: dos bandas
de 2,1 y 1,1 kb para los segregantes
que poseian el gen lysA mutado en
su genoma y dos bandas de 2,1 kb y
1,2 kb en la cepa parental.

Todos los segregantes con auxo-
trofia a la lisina contenian la delecién
en el gen lysA (Fig. 4). Para ensayos
posteriores fue seleccionado el
segregante 1333L2-2.

Complementacion del mutante
definido de V. cholerae 1333L2-2
auxotrofo a la lisina

Con el objetivo de determinar si
la auxotrofia a la lisina manifesta-
da por los mutantes se debia Unica-
mente a la presencia del gen lysA
mutado, la copia intacta del gen pre-
sente en el plasmidio pGlysA3 fue
provista en trans al mutante 133312
-2 para analizar si era capaz de cre-
cer en medio minimo sin lisina. Se
obtuvo crecimiento en ausencia de
lisina en el mutante transforma-
do con el plasmidio pGlysA3 y no
asi, en el caso de 1333L2-2 sin trans-
formar, usado como control, por lo
que pGlysA3 fue capaz de comple-
mentar la mutacién en el gen lysA y
por tanto la auxotrofia a la lisina ob-
servada en los mutantes 1333L se
debe solamente al gen lysA mutado.

Caracterizacion del mutante 133L2-
2 auxoétrofo a la lisina

Con el objetivo de determinar si
las manipulaciones genéticas a que
fueron sometidos los mutantes
construidos no afectaron caracteris-
ticas deseadas para candidatos vacu-
nales vivos de V. cholerae, se realizé

A) 5'-G GAG CCT GAG CTG CAG...GT CTA CGT GAT AAC AAA-3'

Pstl Accl

B) 5-G GAG CCT GAG {(C TGC AGQ CTA CGT GAT AAC AAA-3'

C) 5-G ¢ CC TGC AGG CCT GCA (GC TAC GTG AT-3

D) 5-G ¢ CC TGC AGG TCT GCA GGC CTG CAG GCT ACG TGA T-3

-_—_ - - — -

Fig. 3. Secuencia del alelo lysA mutado en diferentes clones del pUJMAlysA. A: gen
lysA tipo salvaje, los puntos indican la region de 106 pb que fue delecionada para
construir el gen mutado, flanqueada por los sitios de restriccion de las enzimas Pstl y
Accl que se indican porlas flechas. B: clon 5. C: clon 12. D: clon 3. La regién enmarcada
corresponde al fragmento de 8 pb anadido y en la rodeada con linea discontinua se
muestra el sitio Pstl que este fragmento porta.
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Fig. 4. Andlisis por Southern blot de cepas obtenidas durante el proceso de reemplaza-
miento alélico del gen lysA en la cepa de V. cholerae 1333. a) ADNc de 1333 digerido
con la enzima Xhol. b) ADNc del cointegrante 2 digerido con Xhol. ¢) ADNc de 1333
digerido con las enzimas BgllI/Pstl. d) ADNc del segregante 1333L2-2 digerido con
BgllI/Pstl. e) ADNc del segregante 1333L2-3 digerido con Bglll/Pstl. f: ADNc del
segregante 1333L4-1 digerido con BglII/Pstl. g) ADNc del segregante 1333L4-2 digeri-
do con BglIl/Pstl. h) ADNc del segregante 1333L4-3 digerido con BglII/PstI. i) marca-

dor de peso molecularl digerido con HindIII y EcoRI.

una evaluacién del crecimiento,
morfologia, motilidad y colonizacién
en el modelo del ratén lactante del
mutante 1333L2-2 y se comparé con
su cepa parental.

Caracteristicas del crecimiento y
observacion morfolégica de los
mutantes 1333L2-2 y 1333L2-3.

Se analizaron las caracteristicas del
crecimiento de los mutantes 13331.2-2
en medio LB y en medio syncase mi-
nimo con suplemento de lisina y se
comparo con la cepa parental.

La mutacién presente en el gen
lysA de los mutantes no afecté la ve-
locidad de crecimiento de las cepas
mutadas en medio rico (LB). En
medio minimo (syncase + lisina) se
observé un aumento ligero en el
tiempo de duplicacién de los mutan-
tes con respecto al de la cepa
parental (Tabla 2). Dada la pequena
magnitud de este aumento, se espe-
ra que los mutantes vacunales lysA

colonicen adecuadamente el tracto
gastrointestinal murino y humano.
Una explicacién simple, pero aiin no
demostrada para esta diferencia de
comportamiento entre medio rico y
minimo, puede ser que la transpor-
tacién de lisina hacia el interior bac-
teriano se efectue con eficiencias
diferentes en dependencia de la
composicién del medio de cultivo.
La morfologia del mutante 1333L2
-2 durante el crecimiento en ambos
medios fue similar a la morfologia de
la cepa parental 1333. No se detectd
ningln cambio en la forma de coma,
el tamano o grosor de las células del
mutante en comparacién con 1333.

Ensayo de motilidad del mutante
1333L2-2

Al evaluar la motilidad de las dife-
rentes cepas se midi6 el didmetro de
expansion de las colonias en agar sua-
ve obteniéndose: para la cepa parental
1333: (17,2 = 1,0) mm y para la cepa

23
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mutada 1333L2-2: un didmetro de
(20,0 = 1,4) mm . Como puede obser-
varse no se evidencia una diferen-
cia marcada entre los didmetros de
dispersién del mutante lysA y su
cepa parental, por 1o que se puede
afirmar que la inactivacién del gen
lysA no afecta la motilidad de la
cepa mutada.

Caracteristicas de la colonizacion
en el modelo de raton lactante del
mutante 1333L2-2

La colonizacién del mutante
1333L2-2 fue similar a la de la cepa
parental 1333 (Tabla 3). Luego de 24 h
de la inoculacién el intestino delga-
do de los ratones mostré gran nu-
mero de unidades formadoras de
colonias en cada una de las cepas.

Este resultado evidencia que la
cantidad de lisina presente en el in-
testino de ratén no es limitante para
que exista una adecuada proliferacion
y por tanto, colonizacién del mutante
autotroéfico en el modelo ensayado.

El modelo del ratén lactante se
utiliza ampliamente para evaluar
colonizacién de cepas de V. cholerae,
pues en él se ha demostrado la ex-
presién de factores de virulencia
que se conocen por ser importantes
en la enfermedad humana.!® Sin
embargo, se ha observado un com-
portamiento diferente en cuanto a
la colonizacién de cepas no motiles
en este modelo y en el hombre,' lo
que en efecto hace sospechar,
como es légico, que el modelo no
es capaz de reproducir totalmente
la enfermedad. Es por esto que los
resultados de colonizacién obtenidos
con el mutante 1333L2-2 aux6trofo a

lisina deben ser corroborados en hu-
manos pues la disponibilidad de
aminoacidos puede ser diferente en
el intestino murino y en el intestino
humano.

CONCLUSIONES

La auxotrofia a lisina obtenida
mediante mutaciéon del gen lysA, es
una caracteristica deseada por
cuanto las cepas resultantes estan
limitadas en su proliferacién en au-
sencia de este aminoacido. Esta pro-
piedad garantiza un mejor control
de pureza en los lotes vacunales y
probablemente una proliferacion li-
mitada en el ambiente y al mismo
tiempo, no crea cambios en carac-
teristicas importantes para un can-
didato vacunal.
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