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Expresion de la subunidad B de la toxina del coélera en
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Introduccidn

La transformacion genética y expresion de antigenos
heterologos en vectores vacunales vivos atenuados es
una de las estrategias més prometedoras para la

obtencién de vacunas multiples de nueva generacién
(1, 2.

En nuestro departamento obtuvimos una construccion
genética (pMAC1) con la capacidad potencial de
transformar  genéticamente  Escherichia coli vy
Micobacterium smegmatis, asi como de expresar en
las mismas el gen de la subunidad B de la toxina del
colera (Acosta, A y cols. Resultados no publicados).

En el presente trabajo nos proponemos evaluar la
capacidad de dicha construccion, de transformar
genéticamente Escherichia coli y Micobacterium
smegmatis, asi como determinar la expresion de CTB
inducida por !a misma en estos hospederos.

Materiales y métodos

Cepas y medios de cultivo: Se utilizaron las cepas
Escherichia coli Hb101 (Boheringer Mannheim,
Germany) y Micobacterium smegmatis mc2 1556
{generosamente donadas por el Dr. Bill Jacobs, Albert
Einstein College of Medicine, New York, USA).

La cepa de Escherichia coli fue crecida en medio LB, vy
la cepa de Micobacterium smegmatis, en medio rico

Alstmimams Ruasl, QA QN

Tween 80 0,5%, Glicerol 0,56%) .

lnmrdmanrn A bisdiena, 2,10/,

Antibidéticos: Fue usada la kanamicina (Boehringer
Mannheim) a una concentraciéon de 50 yg/mL.
Plasmidos: Fue utilizado el plasmido pMAC1 (Acosta
Ay cols. Resultados no publicados), para
transformar  Escherichia coli v  Micobacterium
smegmatis.

El plasmido pMAC1T contiene un origen de replicacién
de Escherichia coli derivado de pBR322 y un origen

de replicacion de micobacterias derivado de pAL5000
{3}, genes de resistencia a kanamicina y ampicillin y el
gen de CTB con una sefial de secrecién y un
promotor provenientes de Escherichia coli .

Manipulacion genética: La Escherichia coli fue
transformada genéticamente con el ptadsmido pMAC1
mediante las técnicas habituales (4). Se utilizaron
placas de LB-agar al 2% con kanamicina como medio
de seleccién, las cuales fueron incubadas durante 16
horas a 37 °C después de sembradas. A ios
transformantes obtenidos se les realizé {a técnica de
purificacion de pldsmidos en pequena escala {4}); se
compard el material obtenido con el plasmido pMACH1
mediante un analisis de restriccion empleando las
enzimas EcoRl y Hindlll (Boheringer Mannhaim}, y una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con bromuro
de ethidio {4).

Después de crecido durante 48 horas a 37 °C con
agitacion a 200 rpm en 100 mL de medio rico, el
Micobacterium smegmatis fue electroporado con
pMAC1 (B); se realizé la seleccion en placas de medio
Rico-Agar ai 2% con kanamicina, las cuales fueron
observadas durante 48-72 horas para detectar la
presencia de recombinantes.

Mediante la técnica de purificacion de pldsmidos de
micobacterias (6}, el ADN obtenido de los
recombinantes de Micobacterium smegmatis fue
utilizado para la transformacion genética de

Cochorichie ocli, m hna samcamr i e tee alatanidas an las
realizé la extracciéon de pidsmidos en pequena escala
después de Io cual el material obtenido fue
comparado por andlisis de restriccibn con pMAC1
empleando la misma metodologia que se utilizé para
los recombinantes de Escherichia coli (4).

Estudio de la expresion de CTB: Para determinar la
expresion de CTB se estudiaron muestras de
sobrenadante de cultivo y de extracto sénico del
botdn celular se Escherichia coli y de Micobacterium
smegmatis transformados, las cuales se obtuvieron

VacciMonitor, marzo de 71996


user
Typewritten Text


Colera. Seleccioén de Publicaciones

con la siguiente metodologia: Los transformantes de
Escherichia coli fueron cultivados durante toda la
noche en 100 mL de medio LB con kanamicina,
centrifugados a 3 000 rpm a 4 °C vy el sobrenadante
fue concentrado por evaporacion.El botén celular fue
sonicado en una solucién tampon de ruptura (Tris
15 mM, NaCl 150 mM, EDTA 100 mM, sucrosa
200 mM pH: 7,2), aplicandole 10 cicios de 200 Hz
durante 1 min y alternando con pausas de 1 min a
4 ©°C. Después de ultracentrifugar a 100 000 g
durante 2 horas a 4 °C el sobrenadante fue obtenido
y la concentracidon de proteinas fue determinada por
Lowry (5).

Los transformantes de Micobacterium smegmatis
fueron cultivados durante 72 horas en medio rico con
kanamicina a 37 °C con agitacidn (200 rpm); se llevd
a cabo la obtencion del sobrenadante de cultivo y del
extracto sonico del botén celular con la misma
metodologia empleada para obtener ias muestras
correspondientes de Escherichia coli. Siguiendo una
metodologia similar se obtuvieron muestras de
sobrenadante y extracto soénico del botdn celular de
Escherichia coli HB101 y de Micobacterium
smegmatis mc2 155 no transformados los cuales se
cultivaron en medios sin antibiético y fueron utilizados
como controles negativos.

A las muestras obtenidas se les determiné la
presencia de CTB mediante las técnicas de Western
Blot y de GM1 ELISA

Analisis mediante la técnica de Western Blot: Las
muestras de los sobrenadantes de los cultivos de los
transformantes y no transformantes de Escherichia
coli y de Micobacterium smegmatis y de los extractos
del sonicado del botén celular de los transformantes
y no transformantes fueron estudiados como se
describe a continuacion: 20 yg de cada muestra fue
separada por SDS-PAGE usando una cémara vertical
(Midget 2 050 LKB) vy empleando un gel a una
concentracion de 12,5% de acrilamida (7). Los geles
de poliacrilamida fueron transferidos (Midget Multiblot
205, LKB) a una membrana de nitrocelulosa con un
didZmetro de poro de 0,45 um (2005-105 LKB)
aplicando un voltaje de 200 v vy 120 mA a 4 °C
durante 2 horas. La membrana de nitrocelulosa fue
blogueada durante 1 hora a temperatura ambiente
con 4% de leche descremada en PBS e incubada
durante 2 horas a 37 °C con un anticuerpo
monoclonal anti-CTB en la solucion blogueadora vy
lavada tres veces con la misma solucién.

La membrana fue incubada por 1 hora a 37 °C con
un conjugado anti-IlgG de ratdn obtenido en carnero

acoplado a peroxidasa {Instituto Finlay). Las
membranas fueron reveladas con 4 Cloro-1-Naftol
{Sigma).

Analisis mediante la técnica de GM1 ELISA: Las
muestras de los sobrenadantes y de los sonicados de
los botones celulares de los cultivos de los
recombinantes de Escherichia coli y de Micobacterium
smegrmatis fueron estudiados mediante la técnica de
GM1 ELISA (8, 2). Como centroles negativos fueron
usados Escherichia coli y Micobacterium smegmatis
no transformados respectivamente. Todas Ilas
muestras se estudiaron por triplicado. Ei valor de
corte considerado fue el de la media méas tres
desviaciones estandar de los resultados obtenidos
con los controles negativos.

El gangliésido GM1 y el CTB recombinante utilizados
para la realizacion de la técnica fueron obtenidos en el
Departamento de Colera; e! anticuerpo monocional
anti-CTB fue suministrado por el Departamento de
Monoclonales y el conjugado anti-lgG de ratén fue
producido en la Divisién de Biologia Molecular, todos
de nuestro Insituto.

Resultados

La Escherichia coli fue transformada con el plasmido
pMAC1 con una alta eficiencia de transformacién
(datos no mostrados), mientras que la cepa de
Micobacterium smegmatis fue transformada con una
baja eficiencia de transformacion (datos no
mostrados).

Al realizar el analisis de restriccion del material
obtenido a partir de los transformantes de Escherichia
coli se demostrd la identidad de este con el plasmido
pMAC1 (datos no mostrados).

La Figura 1 muestra los resultados del andlisis de
restriccion del plasmido obtenido de Escherichia coli
transformada con el ADN del Micobacterium
smegmatis recombinante, donde se hace evidente la
identidad entre esos materiales.

En la Figura 2 se observan los resultados del estudio
el Western Blot de la Escherichia coli recombinante,
donde solo se obtuvo reconocimiento con el sonicado
del botdn celular.

En la Figura 3, al analizar los resultados obtenidos del
estudio por Western Blot del Micobacterium
smegmatis recombinante, se evidencid el
reconocimiento de una banda en el sobrenadante del
cultivo.
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Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) del

Figura 1.
plasmido pMAC1 y del material obtenido a  partir de
Escherichia coli transformada con ADN proveniente del
Micobacterium smegmatis recombinante.
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Figura 2.  Western Blot. Evaluacion de la Expresion de CTB
en Escherichia cofi transformada con pMAC1
1. Sonicado del botén celular de Escherichia colf
tranformada con pMAC1
2. Sonicado del botéon celular de Escherichia coli no
transformada
cTB
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Figura 3. Western Blot. Evaluacion de la expresion de CTB
en Micobacterium smegmatis transformado con pMAC1.
1. Vacio
2. Sonicado del botdén celular de Micobacterium
smegmatis transformado con pMAC1
3. Sobrenadante de cultivo de Micobacterium
smegmatis transformado con pMACT1
4. Vacio
5. Sonicado del botdn celular de Micobacterium
smegmatis no transformado
6. Sobrenadante de cultivo del Micobacterium
smegmatis no recombinante
7. Vacio
8. CTB

La Tabla 1 muestra los resultados del GM1 ELISA de
las diferentes muestras de Escherichia coli vy
Micobacterium smegmatis cuyos resultados coinciden
con los obtenidos en el Western Blot, es decir, sdlo
se detecté la presencia de CTB en el sonicado del
botén celular de Escherichia coli transformada y en el
sobrenadante de cultivo de Micobacterium smegmatis
(Figuras 2, 3).

Tabla 1. GM1 ELISA. Reactividad de los diferentes
recombinantes

Resultado

Muestra
Escherichia coli (botén celular) +
Escherichia coli (sobrenadante de cultivo) -
M smegmatis (botén celular -
M smegmatis (sobrenadante de cultivo) +
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Discusion

De los resultados obtenidos a partir de Ia
transformacion  genética de Escherichia coli vy
Micobacterium smegmatis se puede afirmar que se
desarrolld una construccion genética (pMAC1), que
se incluye dentro de los llamados "plasmidos de
lanzadera", va que el mismo tiene la capacidad de
transformar  Escherichia coli v  Micobacterium
smegmatis (Figura 1), aunque su eficiencia de
transformacion es mucho menor en Micobacterium
smegmatis que en Escherichia coli.

Se obtuvo la expresién del gen de CTB en todos los
hospederos analizados aungue con distinto
comportamiento en Escherichia coli y Micobacterium
smegmatis (Figuras 2, 3) (Tabla 1).

En Escherichia coli la presencia del CTB solo fue
detectada en asociacién con el botén celular (Figura
2) (Tabla 1), lo que coincide con lo reportado por
otros autores (10). La proteina fue ensamblada en su
forma pentamérica y funcional lo cual se demostré
por su reactividad con el gangliésido GM1 mediante la
técnica de GM1 ELISA (Tabla 1).

En el caso del Micobacterium smegmatis, este fue
capaz de expresar, ensamblar y segregar el CTB en su
torma pentamérica y funcional al menos teniendo en
cuenta su interacciéon con el gangliésido GM1
(Figura 3) (Tabla I).

La mayoria de los trabajos publicados relacionados
con la transformacion genética y la expresién de
proteinas heterélogas en micobacterias han usado
promotores y sefales de secrecién de este tipo de
microorganismo  (11), aunque la expresién de
proteinas heterélogas se ha logrado también con
promotores heterdlogos {12).

En nuestro trabajo hemos obtenido la expresién vy
secrecion de CTB con la utilizacion de promotores y
senales de secrecidn no micobacterianas. De estos
resultados resulta evidente que sefales
transcripcionales y de secrecién heterélogas pueden
ser usadas por las micobacterias, demostrandose de
esta forma que puede ser un sistema versatil para la
expresion de antigenos heterélogos.

El hecho de que el CTB puede ser expresado y
segregado por Micobacterium smegmatis es un

resultado interesante que debe ser tomado en
consideraciéon para el desarrollo de nuevas vacunas
anticélera, asi como en la investigacién de nuevos
sistemas de liberacién de antigenos por via oral: en
este sentido seria interesante evaluar la capacidad de
la construccién genética estudiada de transformar
genéticamente e inducir la sintesis de CTB en BCG.
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istudio de la distribucion y persistencia de la cepa Salmonella
typhi Ty 21a expresando la subunidad B de la Toxina dcl Colera
(CTB) despues de su administracion a ratones por distintas vias

Sarmiento ME, Acosta A, Diaz J, Hidalgo C, Finalet J, Martinez M, Estévez P, Grifian |, Callis A, Infante JF,
Oliva R, Farinas M., Garcia H, Pérez JL, lzquierdo L, Azahares E, Sierra G.

Instituto Finlay

Resumen

En el presente trabajo se exponen los resultados de la
distribucion y persistencia de la cepa Salmonella typhy Ty
27" expresando la subunidad B de la Toxina del Célera
{CTB) después de su administraciéon a ratones por distintas
vias. En el estudio se comprobo la persistencia de la cepa
vacunal varias semanas después de su administracion, asi
como la estabilidad
utilizada.

im vivo de la construccidn genética

Introduccion

La  Salmonefla typhi Ty 21a es una cepa vacunal viva
atenuada utilizada para la prevencion de la Fiebre Tifoidea
en el humano (1,2}, la cual ha sido obtenida a partir de la
cepa patogena Ty 2a por mutacion, con Nitrosoguanidina
13} . del gen de la Galactosa U Epimerasa (gal E), enzima
mvolucrada en la sintesis del lipopolisacarido (LPS).

Debido  a que este vector ha demostrado su eficacia en la
respuestas inmunes secretorias a nivel
mtestinal y en la prevencion de la fiebre tifoidea en el
humano, algunos grupos de investigacion han explorado la
posibilidad de usar la cepa vacunal Ty21a para expresar
antigenos de otros enteropatégenos (4,5) con el fin de
desarrollar vacunas multiples de nueva generacion para la
administracion por la via oral.

induccion  de

En la cepa vacunal atenuada Salmonella typhi Ty 27a se
han expresado gran variedad de antigenos provenientes de
diterentes patdgenos entre ellos se encuentran el antigeno O
de la Shigella sonnei (4), la subunidad beta de la £ cofi
enterotoxigénica (5), antigeno  proteico de superficie del
Streptococcus  mutans, (8}, lipopolisacarido de  Vibrio
chiolerae (7,8) y la subunidad S1 de la toxina de la
Bordetella pertussis (9).

El colera es una de las entermedades donde reviste crucial
smpaortancia lograr la induccion de respuesta  protectora a
nivel intestinal por lo que la expresion de antigenos de
Vibrio atenuados de
administracion  oral ha sido una de las estrategias
desarrolladas. En este sentido la cepa Ty21a de Salmonelfa
typhi expresando antigenos de Vibrio cholerae ha sido

choferae  en  vectores  vivos

evaluada como vacuna experimental en algunos estudios
4,5 6,7.8, 9).

El elemento patogénico mds importante en la produccién del
colera es la toxina producida por el
constituida por dos subunidades {A v B) de las cuales la
subunidad A es la responsable de la actividad téxica de la
misma vy la subunidad B, constituida por cinco subunidades
que se asocian formando un pentédmero llamado CTB, el cual
es el encargado de mediar la unién especifica de la toxina al
gangliosido GM1 presente en la membrana del enterocito,
por lo que se piensa que la induccidon de un adecuado nivel
de anticuerpos IgA secretorios contra la subunidad B de la
toxina podria bloquear la unién de esta al enterocito y por
clinicas de la enfermedad

microarganismo,

tanto evitar las manifestaciones
{10).

Nuestro equipo de trabajo ha desarrollado construcciones
genéticas capaces de transformar genéticamente la cepa
Ty2la de Salmonefla typhi e inducir en la misma la
expresion de la subunidad B de la toxina del célera (Acosta
A, Resultado no publicado), por lo que en este trabajo nos
propusimos evaluar la distribucion y persistencia de esta
vacuna experimental después de su administracion a ratones
por distintas vias.

Materiales y Métodos

Cepas: Se utilizd la cepa atenuada Salmonella typhi Ty21a
(Empresa de Produccidon de Bioldgicos “Carlos J. Finlay”) v
la misma cepa transformada genéticamente con el plasmido
pJF1 gue contiene un gen que codifica la subunidad B de la
toxina del célera (CTB), un promotor inducible por IsoPropyil
ThiolGalactosido (IPTG) y un gen de resistencia a la
Ampicillina {(11).

Antibidticos: Se uso la Ampicillina {Boehringer Manheim) a
una concentracion de 50 ug/mi.

Medios de Cultivo: Se utilizé medio LB {Extracto de levadura
(Oxoid) 0.5%, Triptona (Oxoid) 1%, Cloruro de Sodio
(Pharmacia } 1%; Medio BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid};
Medio Mac Conkey (Oxoid); Medio Kliger lron Agar (Oxoid);
Medio Lisina lron Agar {(Oxoid), los cuatro dltimos
preparados segun las indicaciones del fabricante (12).
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