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RESUMEN. La bacteria anaerobia facultativa Vibrio cholerae es el agente causal del cdlera. Su patogénesis
comprende, entre otros procesos, la motilidad, la adherencia y la produccion de la toxina del célera y el pilus de
expresion co-regulada con la toxina, dos factores de virulencia esenciales. Trabajos previos in vitro han mostrado que
la expresion de los factores de virulencia en este microorganismo es diferencial y ocurre en respuesta a bajas
tensiones de oxigeno; sin embargo, todos los reguladores que median esta respuesta no se conocen. La adaptacion
bacteriana al crecimiento en bajas concentraciones de oxigeno involucra a varios sistemas reguladores globales, entre
los que se encuentra la proteina reguladora FNR (del inglés, Fumarate and Nitrate Reduction). El objetivo de este
trabajo fue obtener mutantes en el gen fnr derivados de una cepa de V. cholerae del biotipo El Tor y caracterizarlos in
vitro en cuanto a la produccion de la toxina del colera y el pilus co-regulado con ella, asi como la motilidad. Para
esto, se obtuvieron dos mutantes que contenian al gen fnr parcialmente delecionado. La caracterizacién de estos
mutantes arrojé que el regulador FNR activa especificamente la expresion de la toxina del célera y no del pilus co-
regulado con la toxina en V. cholerae El Tor crecido en medio Syncase y anaerobiosis. Ademas, se encontr6 que este
regulador contribuye a la motilidad de V. cholerae en anaerobiosis. Estos resultados identifican a FNR como un
regulador involucrado en el control de la virulencia de V. cholerae en respuesta a la anaerobiosis, una sefal
fisiolégicamente importante in vivo.

ABSTRACT. The facultative anaerobic bacterium Vibrio cholerae is the etiological agent of cholera. Its
pathogenesis involves, among other processes, motility, adherence and the production of cholera toxin and the toxin-
coregulated pilus, two essential virulence factors. Previous in vitro studies have shown that the virulence factor
expression in this microorganism is differential and occurs in response to low oxygen tension; however, all the
regulators that mediate this response are unknown. Bacterial adaptation to low oxygen tension involves several global
regulators including FNR. The ultimate aim of the present study was to obtain fnr mutants from an El Tor V. cholerae
strain and characterize them in vitro respect to cholera toxin and toxin-coregulated pilus production as well as their
motility. For this, two mutants carrying a partially deleted fnr gene were obtained. Characterization of these mutants
revealed that the FNR regulator activates specifically the expression of cholera toxin but have no effect on the toxin-
coregulated pilus synthesis in a V. cholerae El Tor strain grown in the Syncase medium under anaerobiosis.
Moreover, it was found that this regulator contributes to V. cholerae motility under anaerobiosis. These results
identify FNR as a regulator, involved in the virulence control of V. cholerae in response to anaerobiosis, a
physiologically important in vivo signal.

INTRODUCCION

El colera es una enfermedad diarreica aguda causada por la infeccion con la bacteria
anaerobia facultativa Vibrio cholerae.’” Este bacilo se clasifica en diferentes
serogrupos, de acuerdo con el antigeno somatico O y aunque existen méas de 200



reconocidos, solo el O1 y el 0139 se han asociado a brotes epidémicos y al célera
endémico.’ El serogrupo O1, en particular, se clasifica adicionalmente en los biotipos
clasico y El Tor, segun pruebas bioquimicas y la susceptibilidad a bacteri6fagos.?*
Concretamente, las cepas de V. cholerae pertenecientes al biotipo EI Tor son las
responsables de la mayoria de los brotes actuales de c6lera a nivel mundial, incluidos el
de Haiti y el del Oriente de Cuba.*® Durante la infeccién del tracto gastrointestinal, V.
cholerae se adapta a este ambiente y se multiplica adherido a la superficie de la mucosa
del intestino delgado donde secreta la enterotoxina del célera (CT, por sus siglas en
inglés, cholera toxin), cuya actividad bioquimica causa la diarrea caracteristica de la
enfermedad.” Ademas de la CT, V. cholerae produce al pilus de expresién co-regulada
con la toxina (TCP, por sus siglas en inglés toxin-coregulated pilus), el cual es esencial
para la colonizacién del humano.® La produccién de dichos factores es activada por una
cascada reguladora, que responde a diversos estimulos ambientales para asegurar una
induccién maxima de estos, segin estudios in vitro;>'° sin embargo, todas las sefiales
involucradas in vivo en este mecanismo no se conocen.'**? No obstante, se ha
informado que para inducir optimamente la expresion de los factores de virulencia in
vivo, los vibriones deben percibir en el intestino sefiales como la presencia de la bilis,*®
el pH 4cido,** el bicarbonato,* asi como la disponibilidad de nutrientes'® " y las bajas
tensiones de oxigeno.** *® Trabajos anteriores han sugerido que las bajas tensiones de
oxigeno, especificamente, pueden ser una sefial fisiolégicamente relevante para V.
cholerae. Asi, una cepa del biotipo clasico, crecida anaerobiamente, no mostré la
caracteristica coexpresion de la CT y el TCP observada en otras condiciones de
cultivo.” En dicho estudio se corroboré la expresion de la subunidad mayoritaria del
TCP, TcpA'y la represion de la produccion de la CT en esas condiciones, patron que se
asemeja al observado en estados tempranos de infeccién en el intestino de raton.° Por
otro lado, un trabajo previo en una cepa de V. cholerae del biotipo El Tor identifico
como proteinas mas expresadas en anaerobiosis varias requeridas para la virulencia.?!
Entre estas se encontraban tres proteinas biosintéticas del TCP y su subunidad
estructural TcpA y los factores de colonizacion TcpF y AcfA (factor de colonizacion
accesorio). Sin embargo, el o los reguladores que promueven la produccion de dichos
factores en esas condiciones no se conocen. La adaptacion bacteriana al crecimiento en
bajas concentraciones de oxigeno involucra varios sistemas reguladores globales, entre
los que se encuentran ArcA% y FNR.?® En una cepa de V. cholerae del biotipo clasico,
el regulador ArcA controla la expresion de la CT y el TCP in vitro y contribuye a la
virulencia in vivo en el modelo de célera en el raton lactante.? El regulador FNR, por
otro lado, ha mostrado ser importante para la virulencia en los enteropatdgenos
Salmonella enterica serovar Typhimurium* y Shigella flexneri.”® En Salmonella, FNR
activa la expresion de varios loci involucrados en la biosintesis del flagelo, la
quimiotaxis, la motilidad y la virulencia.?* En V. cholerae, la motilidad resulta un factor
importante para que los vibriones alcancen y colonicen las células del intestino
delgado.?® Sin embargo, la funcién de FNR en la regulacion de la expresién de los
factores de virulencia y la motilidad en este microorganismo no se ha estudiado
previamente. Teniendo en cuenta los antecedentes anteriores, el objetivo de este trabajo
fue obtener mutantes en el gen fnr derivados de una cepa de V. cholerae del biotipo El
Tor y caracterizarlos in vitro en cuanto a la produccion de la toxina del colera y el pilus
co-regulado con la toxina, asi como la motilidad. Dado que las cepas de los biotipos
clasico y El Tor se diferencian en la regulacion de la expresion de los genes de
patogénesis,”’ la profundizacién en la fisiologia y la virulencia de aislados
pertenecientes al biotipo EI Tor permitira comprender mejor la dinamica y transmision



de la enfermedad y proveerd las bases para desarrollar nuevas estrategias de
intervencion en aras de optimizar las acciones futuras ante el colera.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidios y medios de cultivos utilizados.

Las cepas Escherichia coli JM109 [recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, relAl, thi,
A(lac-proAB)] y S17-1Apir (thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2Tc::Mu
(ApirR6K))*® se utilizaron como hospederas durante las clonaciones en el vector
plJ2921% y pCVD442B,* respectivamente. La cepa S17-1Apir se usé ademas como
donadora en los experimentos de conjugacion con la cepa de V. cholerae C7258 (O1, El
Tor, Ogawa, Per(, 1991), para la construccion de los mutantes de supresion en el gen
for.

Para el crecimiento de las cepas de E. coli se utilizé el medio de cultivo LB (triptona, 1
%; extracto de levadura, 0,5 % y cloruro de sodio, 1 %). En el caso de V. cholerae, se
utiliz6 ademés LB-sacarosa (triptona, 1 %; extracto de levadura, 0,5 % y sacarosa, 10
%), AKI (peptona, 1,5 %; extracto de levadura, 0,4 % y NacCl, 0,5 % suplementado una
vez estéril con NaHCO3, 0,3 %) y Syncase (Na;HPO, y K;HPQOy, 0,5 %; NH4CI, 0,118
%; glucosa, 0,4 % e hidrolizado de caseina, 1 % suplementado una vez estéril con
Na,S04, 626 umol « L*; MgCl; « 6H,0, 206 umol « L™; MnCl; * 4 H,0, 20 umol « L™
y FeCls, 18 umol « L™). Adicionalmente, para el cultivo de las cepas de V. cholerae en
la condicion AKI, se utilizaron placas de medio base agar-sangre suplementadas con
sangre de carnero al 5 %. Para preparar el resto de los medios solidos se afiadi6 agar al
1,5 %.

Condiciones de cultivo para el analisis de la expresion de la CT y el TCP.

La expresion de los factores de virulencia se determin6 en medio de cultivo Syncase y
AKI. En el caso del primero, se utilizaron las mismas condiciones de cultivo que las
empleadas anteriormente en el analisis proteémico de V. cholerae.?* Brevemente, las
cepas se inocularon en medio Syncase, a partir de precultivos crecidos durante toda la
noche, y se incubaron a 37 °C y 220 r/min en condiciones aerobias o anaerobias hasta
que alcanzaron una densidad oOptica a 600 nm ~ 0,5. Ademas, se utilizd la condicién
AKI para inducir la expresion de los factores de virulencia de manera 6ptima.** En esta
condicion, una colonia de las cepas a evaluar, crecida durante toda la noche en placas de
base agar-sangre, se inoculé en 10 mL de caldo AKI en tubos de 1 cm de didametro con
tapa de rosca y se incubo estaticamente a 30 °C durante 4 h. Transcurrido este tiempo, el
cultivo se transfirid a un erlenmeyer estéril de 50 mL y se incub6 a 200 r/min y 37 °C
durante 4 h. De cada cultivo se tomo una alicuota de 1 mL que se centrifugé a 10 000 x
g por 10 min. El sedimento celular se conservo a — 20 °C para determinar la sintesis del
TCP y el sobrenadante se conservo a 4 °C para cuantificar la CT.

Transformacion bacteriana.

Las cepas de E. coli y V. cholerae se transformaron con plasmidios replicativos
mediante electroporacion, segtn Dower y col.** y Stoebner y Payne, respectivamente.
En el caso del plasmidio suicida, este se transformé en V. cholerae mediante
conjugacion bacteriana.®

Técnicas usadas en el trabajo con el ADN.
El aislamiento de ADN genémico se realizé segtin Ausubel y col.*® y la purificacién de
ADN plasmidico mediante los sistemas Wizard Plus Midipreps DNA purification



system y Wizard Plus Minipreps DNA purification system, ambos de Promega. La
separacion del ADN en geles de agarosa se hizo segin Ausubel y col.*® y la purificacion
de los fragmentos de ADN a partir de estos se realizé utilizando el sistema GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification de Promega.

Las enzimas de modificacion-restriccion, polimerasas, nucleasas y ligasas se utilizaron
segtin los protocolos convencionales.®® La secuenciacion automatica del ADN se realizé
por contratacion de los servicios de Macrogen (www.macrogen). El analisis de
secuencias se realiz6 con los programas Redasoft Visual Cloning 2000 y NTI Vector 6.0.
La técnica de hibridacion de Southern blot se realizé segin Ausubel y col.®® Las
muestras de ADN, digeridas previamente con la enzima Accl, se separaron en un gel de
agarosa al 1 % y se transfirieron a una membrana de nylon del tipo Hybond-N segin un
procedimiento de transferencia alcalina por capilaridad descendente.®® La deteccion se
realizé con el sistema de marcado y deteccion no radioactivo para digoxigenina
(Roche), segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se llevaron a cabo en el equipo de ciclos
térmicos PTC150 (MJ Research, EUA) y cada reaccion de amplificacion se realizo en
un volumen final de 50 puL que contenia 100 ng de ADN molde; 5 uL de disolucién
reguladora de reaccion 10X (Promega); 5 uL de una suspension de los cuatro
desoxirribonucledtidos dATP, dCTP, dGTP y dTTP (2 mmol « L™); 1 uL del cebador
directo (50 umol « L), 1 L del cebador reverso (50 umol « L™); 1 U de la polimerasa
de alta fidelidad pfu (Promega) y 36 uL de agua destilada estéril. Los productos
obtenidos de la amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
teflidos con bromuro de etidio (1 pgm « L™) y la identidad de cada uno se confirmé por
digestion con las enzimas de restriccién apropiadas.

Construcciones genéticas portadoras de los alelos fnr mutado y salvaje.

El gen fnr se delecion6 parcialmente, utilizando la técnica de extension por
solapamiento.®” Brevemente, los fragmentos de 797 pb cuesta arriba y 1202 pb cuesta
abajo de fnr se amplificaron de modo independiente con los pares de cebadores fnr-1
(5”-cga tca ttc aaa tca ata tgg g-37)/fnr-2 (5"-tca ctq tct tac tgt tga aac cat cag g-3") y fnr-
3 (5"-cag taa gac agt gaa tag cac aac cac c-3")/fnr-4 (5"-ctt aga taa att gct tga ggc-3°),
respectivamente, utilizando como molde el ADN cromosomal de C7258. Los productos
resultantes se mezclaron y se re-amplificaron con los cebadores fnr-1 y fnr-4. El
amplicon final de ~2,0 kb que contenia la fusion de las regiones flanqueantes al gen fnr
se digirio con la enzima Bglll y el fragmento resultante de 1682 pb se purificd a partir
de un gel de agarosa y se clon6 en el vector plJ2921, digerido previamente con las
enzimas Hincll y BamHI. Un clon recombinante portador del fragmento de interés se
denomind plJ-Afnr y se conservo a — 70 °C en LB-glicerol al 20 %. Este clon se
secuencid utilizando los cebadores directo y reverso de la serie M13/pUC, que son
complementarios a las regiones adyacentes al sitio multiple de clonacion del plJ2921 y
los oligonucleodtidos fnr-2, fnr-3 y fnr-5 (57-tgg tga ttg ggt atg ggc-37). La region que
contenia la delecion en el plJ-Afnr se cloné como un fragmento Bglll de 1735 pb en el
pCVvD442B digerido con la misma enzima. Un clon recombinante portador del
fragmento de interés se denomino pCV-Afnr y se conservo a — 70 °C en LB-glicerol al
20 %. Adicionalmente, se obtuvo un plasmidio que contenia una copia salvaje del gen
fnr. Para esto, un fragmento de ADN de 2554 pb se amplifico por PCR con los oligos
far-1 y fnr-4. El amplicon obtenido se digirié con las enzimas Sphl y Xbal y el
fragmento resultante de 1503 pb se purifico a partir de un gel de agarosa y se clon¢ en el
plasmidio plJ2921, digerido con las enzimas Sphl y Xbal. Un clon con el inserto
correcto se denominé plJ-fnr y se conservé a -70 °C en LB-glicerol al 20 %. Este clon
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se secuencio utilizando como cebadores los oligos reverso y directo de la serie
M13/pUC, adyacentes al sitio multiple de clonacion.

Modificacion genética de V. cholerae C7258 para mutar al gen fnr.

Se remplazé el fragmento de 1735 pb del cromosoma de V. cholerae C7258 por el
fragmento homologo, modificado genéticamente, presente en el plasmidio suicida pCV-
Afnr, de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.® La estructura génica de
los cointegrados con el pCV-Afnr y de 10 de sus segregantes derivados se evalud por
hibridacion de acidos nucleicos de tipo Southern blot con una sonda fnr-especifica. Para
los analisis de complementacion, los mutantes de V. cholerae C7258-Afnr se
transformaron con el plasmidio plJ-fnr, que contenia una copia salvaje del gen, asi
como con el vector plJ2921, que se us6 como control. Los transformantes obtenidos,
una vez chequeados por restriccion de sus ADN plasmidicos con la enzima Bglll, se
conservaron a — 70 °C hasta su andlisis posterior.

Evaluacion de la produccion del TCPy la CT.

La produccion de TCP se evalu6 mediante la deteccion de la sintesis de TcpA por
Western blot, utilizando el anticuerpo monoclonal anti-TcpA 10E10E1.® La
concentracion de toxina en los sobrenadantes de cultivo se determind mediante un
ensayo ELISA de captura de la toxina con el receptor GM1 (GM1-ELISA) utilizando el
anticuerpo monoclonal 1G10G5.%

Ensayo de motilidad.

Se determind por medicién del diametro de expansion de colonias frescas en placas de
LB-agar al 0,03 % que se incubaron a 30 °C durante 6 0 20 h en aerobiosis o
anaerobiosis. Se analizaron seis réplicas independientes por cada cepa evaluada.

Anélisis estadisticos.

Para todos los analisis estadisticos se empleo el paquete GraphPad Prism, version 5y el
nivel de significacion se fijé en 0,05. La normalidad de los datos se verificd con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homocidasticidad de multiples grupos de muestras
se comprobo por la prueba de Bartlett. Se usé el ANOVA de clasificacion simple para
comparar los datos de la motilidad y la produccion de la CT. Las comparaciones a
posteriori se hicieron por la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de mutantes fnr derivados de la cepa de V. cholerae EI Tor C7258.

Con el proposito de evaluar la funcion del regulador FNR en la virulencia de V.
cholerae El Tor, se obtuvieron mutantes derivados de la cepa C7258 con una mutacién
genéticamente definida en el gen fnr. La obtencion de dicho mutante se basé en la
sustitucion en el cromosoma del gen fnr salvaje por un alelo mutado obtenido
previamente in vitro. Este proceso se denomina intercambio alélico y es mediado por
una doble recombinacién homologa entre el fragmento que contiene la mutacion,
presente en un derivado del vector suicida pCVD442B, incapaz de replicarse en V.
cholerae® y el fragmento homélogo presente en el cromosoma de la bacteria.

Para esto primeramente, se construyo el plasmidio plJ-Afnr (Fig. 1A), que porta un alelo
fnr parcialmente delecionado, obtenido por PCR de solapamiento. El fragmento clonado
en este plasmidio comprende a los nucleotidos que codifican para el producto genico de
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Fig. 1. Mapa de las construcciones genéticas obtenidas, portadoras del alelo fnr
mutado. A) plJ-dfnr y B) pCV-4fnr. Se indican los sitios de corte de las enzimas de
interes.

VC1435 completo (una proteina hipotética), el alelo fnr mutado (proteina en la que los
primeros 20 aminoacidos estan fusionados a los ultimos 45) y los nucledtidos
codificadores de los primeros 176 aminoacidos de la proteina VC1433 (una proteina
hipotética conservada). La secuenciacion nucleotidica del fragmento clonado mostrd
que las regiones flanqueantes al gen fnr estaban fusionadas en la misma orientacion en
que se encuentran en el cromosoma | de V. cholerae N16961*" y que del interior de la
secuencia se habia suprimido parcialmente al gen fnr quedando los primeros 20 codones
fusionados a los ultimos 45, coincidentemente con lo esperado. La proteina FNR
codificada por este alelo mutado carece de 185 aminodacidos, entre los que se encuentran
tres de las cuatro cisteinas involucradas en la unién del hierro (Cys-23, Cys-29 y Cys-
122), necesarias para la activacion de FNR en E. coli.*

Posteriormente, el alelo fnr mutado presente en el plJ-Afnr se subclon6 en el
pCVD442B como un fragmento Bglll, con lo que se obtuvo el plasmidio suicida pCV-
Afnr (Fig. 1B). Este plasmidio se introdujo en V. cholerae C7258 mediante conjugacion
y la estructura génica de tres de los cointegrantes y 10 de sus segregantes derivados se
evaluo por digestion de los ADN cromosomicos con la enzima Accl e hibridacion de
Southern blot, utilizando como sonda el fragmento Sphl-Xbal de ~940 pb obtenido a
partir del plJ-Afnr (Fig. 1A). En el caso del ADN cromosomal de la cepa salvaje, la
hibridacion de la sonda debe generar dos bandas de ~5,8 kb y ~3,2 kb; mientras que en
el caso de los segregantes que portan en su genoma un alelo mutado se debe obtener la
banda de ~5,8 kb y otra de ~2,6 kb (donde ocurri6 la delecién). La hibridacion de la
sonda con el ADN cromosomal de la cepa salvaje C7258 produjo dos bandas (Fig. 2),
que deben corresponderse con las predichas de ~5,8 kb y ~3,2 kb, de acuerdo con el
tamafo de las bandas del patron de peso molecular. La banda de ~5,8 kb mostré una
intensidad menor que la de ~3,2 kb, lo que debe estar relacionado con que la region de
hibridacion con la sonda, presente en esta banda, es de solo 52 pb. Por otro lado, tres de
los segregantes evaluados exhibieron un patron de bandas diferente al de la cepa salvaje
(Fig. 2, clon 1 derivado del cointegrado C72-pCV-Afnr-2-3, clones 7 y 13 derivados del
cointegrado C72-pCV-Afnr-2-1), ya que ademas de la banda de mayor talla (~5,8 kb),
similar a la presente en la cepa salvaje, mostraron otra menor que la de ~3,2 kb de la
cepa parental y mayor que la de ~2,3 kb del marcador de peso, que debe corresponder a
la ~2,6 kb predicha tedricamente. Estos resultados indican que estos segregantes portan
el alelo fnr mutado y se denominaron C72-Afnr-2-3-1, C72-Afnr-2-1-7 y C72-Afnr-2-1-



13. Los dos primeros se seleccionaron como réplicas para realizarles los analisis
posteriores, ya que se derivan de cointegrados diferentes.

C72-pCV-Afnr-23  C72-pCV-Afnr-21 C72-pCV-Afnr-21 .
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Fig. 2. Analisis por Southern blot de la estructura genética de fnr en los segregantes
obtenidos durante la construccion de los mutantes fnr. Como sonda se uso el fragmento
Xbal-Sphl de ~ 940 pb presente en el plasmidio plJ-Afnr y los ADN cromosomales se
dirigieron con Accl. En la parte superior y subrayado, se indica el cointegrado a partir
del cual se obtuvieron los segregantes que se evaluaron y debajo la numeracién
correspondiente. M Marcador de peso molecular de ADN de fago A digerido con
Hindlll. WT Cepa salvaje C7258. A la izquierda, talla aproximada de las bandas
observadas en las muestras evaluadas. A la derecha, se indica la talla de las bandas del
marcador de peso utilizado.

Produccion del TCP y de la CT por los mutantes fnr en diferentes condiciones de
cultivo.

La expresion de los genes de virulencia en V. cholerae es un proceso marcadamente
regulado, dependiente de la composicion del medio de cultivo, la temperatura, el pH, los
niveles de aeracion, asi como del biotipo del organismo.*® Las cepas de V. cholerae de
los biotipos clasico y EI Tor requieren condiciones de crecimiento in vitro diferentes
para inducir la cascada de virulencia.?”** Las cepas del biotipo clasico necesitan de
crecimiento aerobio en medio LB, pH 6,5 a 30 °C, mientras que las del biotipo El Tor
requieren condiciones especificas denominadas AKI, bajo las cuales las células primero
se incuban estaticamente por 3,5 h antes de ser cambiadas a una aeracion vigorosa.>! Por
esta razdn, en este trabajo se utilizaron diferentes condiciones de cultivo para evaluar la
expresion del TCP y de la CT en los mutantes fnr.

Produccion de TcpA, subunidad estructural del TCP.

En la condicion de cultivo AKI, la cepa salvaje C7258 produjo elevados niveles de
TcpA (Fig. 3a, carrilera 1), resultado que coincidio con los reportes previos de que en
esta condicion las cepas del biotipo EI Tor expresan los factores de virulencia
6ptimamente.®* Los mutantes fnr, por otro lado, produjeron TcpA a niveles similares a
los de la cepa salvaje (Fig. 3a, carrileras 2 y 3), lo que sugiere que el regulador FNR no
desempefia ninguna funcion en la activacion de la sintesis de TcpA en estas
condiciones. En Syncase y aerobiosis, como se esperaba, la cepa salvaje C7258 y los
mutantes fnr no expresaron TcpA (Fig. 3b). En anaerobiosis; sin embargo, la cepa
C7258 produjo TcpA (Fig. 3b, carrilera 4), lo que indica que en estas condiciones
ocurre una induccién de la expresion de tcpA. Este resultado coincide con los obtenidos
previamente para la cepa C7258 en el experimento de protedmica en el que se
analizaron células crecidas en estas condiciones® y concuerda con el reporte de que las
cepas El Tor inducen la expresion de los genes de virulencia en anaerobiosis.”® Los
mutantes fnr, por otro lado, produjeron TcpA (Fig. 3b, carrileras 5 y 6), o que indica
gue FNR no activa la expresion de tcpA en estas condiciones.
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Fig. 3. Andlisis por Western blot de la expresion de TcpA por las cepas de V. cholerae
C7258 y los mutantes fnr en diferentes condiciones de cultivo. a) Cepas 1, C7258-1,
C7258-2; 3, C72-Afnr-2-1-7-1; 4, C72-Afnr-2-1-7-2; 5, C72-Afnr-2-3-1-1; 6, C72-Afnr-
2-3-1-2 cultivadas en condiciones AKI. b) Cepas 1, C7258; 2, C72-Afnr-2-1-7y 3, C72-
Afnr-2-3-1 crecidas en Syncase y en aerobiosis y 4, C7258; 5, C72-Afnr-2-1-7-1 y 6,
C72-Afnr-2-3-1 crecidos en anaerobiosis.

Sintesis de la CT.

Se ha informado que una cepa de V. cholerae del biotipo cléasico, crecida bajo
condiciones Optimas de expresion de la virulencia, reprime especificamente la sintesis
de la CT en respuesta a la anaerobiosis.*® Debido a esto, la expresién de la CT se evalué
en las cepas C7258 y los mutantes C72-Afnr-2-1-7 y C72-Afnr-2-3-1, crecidos en
aerobiosis y anaerobiosis en diferentes medios de cultivo. En condiciones de cultivo
AKI, como se esperaba, la cepa salvaje C7258 produjo elevados niveles de toxina (Fig.
4a). Por otro lado, los mutantes fnr también produjeron niveles elevados de este factor
de virulencia. Los valores de concentracion de toxina producidos por la cepa salvaje y
los mutantes no mostraron diferencias estadisticamente significativas (ANOVA de
clasificacion simple, a = 0,05; g. |. error = 11). Estos resultados evidencian la co-
expresion de la toxina del célera y el TCP observada previamente en estas
condiciones®* e indican que el gen fnr no desempefia ninguna funcién en la regulacion
de la expresion de dichos factores en estas condiciones. Para determinar si el regulador
FNR desempefiaba alguna funcion en la activacion de la produccién de toxina en las
condiciones de cultivo reportadas previamente (medio de composicion AKI y
anaerobiosis),*® se evalu6 la produccién de este factor en los mutantes en el gen fnr
crecidos en estas circunstancias. En el medio de composicion AKI los mutantes C72-
Afnr-2-1-7 y C72-Afnr-2-3-1 produjeron toxina a niveles similares a los de la cepa
salvaje (Fig. 4b). Esto descarta que FNR desempefie alguna funcion en la regulacion de
los genes de virulencia en estas condiciones. Reportes previos han encontrado que en el
medio AKI, el bicarbonato™ y la anaerobiosis,*® correspondiente a la fase estacionaria
del cultivo, son sefiales muy importantes para la induccion de la expresion de los



determinantes de virulencia. El bicarbonato induce la expresion de los genes de
virulencia en V. cholerae potenciando la actividad de ToxT y en anaerobiosis, el
regulador AphB modula positivamente la expresion de los genes de virulencia mediante
la activacion transcripcional del promotor tcpPH, que da lugar a la expresion elevada de
TcpP, el que inicia la expresién de la cascada de virulencia.*****® Por ultimo, en
Syncase y aerobiosis, la cepa salvaje C7258 no produjo toxina, lo cual esta relacionado
con el hecho de que el primero no esta disefiado para inducir su expresion en las cepas
El Tor. En anaerobiosis; sin embargo, se observé una mayor produccion de la toxina en
la cepa salvaje, no asi en los mutantes fnr (Fig. 4c). Estos resultados sugieren que en la
cepa salvaje la expresion del TCP y la CT es co-regulada también en estas condiciones
y que el gen fnr regula especificamente la expresion de la toxina y no del TCP.
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Fig. 4. Produccidn de la toxina del célera por V. cholerae C7258 y los mutantes C72-
Afnr-2-1-7 y C72-Afnr-2-3-1 bajo a) condiciones de cultivo AKI, b) medio de cultivo de
composicion AKI en aerobiosis (-A) o anaerobiosis (-N) y ¢) medio Syncase en
aerobiosis (-A) o anaerobiosis (-N). d) Ensayo de complementacion de la produccion de
la CT en los mutantes C72-4fnr-2-1-7 y C72-4fnr-2-3-1, transformados con el vector
plJ2921 como control (plJ), o con el plasmidio plJ-fnr, (pFnr), portador de un alelo
salvaje, crecidos en Syncese en aerobiosis (-A) o anaerobiosis (-N). Los valores
representan la media de tres experimentos independientes realizados en duplicado.
Letras iguales, representan diferencias no significativas; letras diferentes, representan
diferencias significativas (Prueba de Tukey, a = 0,05; g.l.e. = 13).



Para evaluar si la afectacion en la produccion de CT en los mutantes fnr en anaerobiosis
y medio Syncase se debia a la mutacién introducida, los mutantes se transformaron con
el plasmidio plJ-fnr, portador de una copia salvaje del gen fnr y con el plasmidio
plJ2921 como control. Los transformantes se cultivaron en Syncase en aerobiosis y
anaerobiosis. En anaerobiosis, los transformantes de los mutantes fnr que contenian al
plasmidio plJ-fnr recuperaron la produccién de toxina a niveles similares a los
observados en la cepa salvaje, transformada con el plasmidio p1J2921 (Fig. 4d). En
correspondencia con los resultados obtenidos en estas condiciones previamente (Fig.
4c), los transformantes que portaban al plasmidio control no produjeron toxina. Estos
resultados indican que la afectacion en la produccion de toxina observada en los
mutantes fnr se debe a la mutacion en dicho gen.

De esta manera, los presentes resultados muestran que la anaerobiosis constituye una
sefial de induccidn fuerte en Syncase para la produccion de los factores de virulencia en
las cepas de V. cholerae El Tor. Esto contrasta con lo mostrado en un estudio previo en
una cepa cldasica, en el que se encontrd que la anaerobiosis reprimiod especificamente la
produccion de la toxina del célera, no asi de TcpA, a través de la represion
transcripcional de los genes ctxAB por el regulador HNS." Ademas, los resultados
indican que el regulador FNR media especificamente la activacion de la sintesis de CT
en estas condiciones. Este es un hallazgo nuevo y sugiere que en ciertas condiciones el
regulador FNR activa la expresion de ctxAB independientemente de tcp. Varios estudios
han demostrado que aunque tcpA y ctxAB son corregulados, su expresion temporal es
diferente (la activacion del operdn tcpA ocurre mas tempranamente que la de ctxAB en
varias condiciones).>?** Estos resultados sugieren que aunque ToxT es responsable de
la expresion de tcpA y el operon ctxAB, su habilidad para actuar en sus promotores
respectivos depende de diferentes factores.

Motilidad de los mutantes fnr en aerobiosis y anaerobiosis.

FNR regula positivamente la motilidad en Salmonella enterica, ya que un mutante en
dicho gen no es métil.?* Para comprobar si este regulador desempefiaba una funcién
similar en V. cholerae, la motilidad en los mutantes C72-Afnr- 2-1-7 y C72-Afnr-2-3-1,
se evalud en condiciones aerobias y anaerobias. La comparacion de las diferencias de
los didmetros de expansion en aerobiosis entre las cepas reveld que los halos de los
mutantes fueron estadisticamente diferentes a los de la cepa salvaje (Test de Tukey con
a=0,05y gle. =17, Fig.5). Estos datos sugieren que la inactivacion de fnr aumento la
motilidad de V. cholerae en aerobiosis. Sin embargo, en esta condiciébn FNR no es
activo por lo que estos resultados pudieran indicar que en los mutantes ocurrié una
segunda mutacion que es la causante del aumento de la motilidad.

En anaerobiosis, por otra parte, la cepa salvaje mostré un halo de motilidad similar al
mostrado en aerobiosis y mayor que los observados en los mutantes en el gen fnr
(Fig.5). La comparacion de las diferencias de los didmetros de expansion en esta
condicion entre las cepas revel6 que los didametros de los mutantes fueron diferentes
significativamente de los de la cepa salvaje (prueba de Tukey con a = 0,05 y g.l.e. =
17). Estos datos indican que la inactivacion de fnr afect6 la motilidad de V. cholerae en
anaerobiosis y sugieren que este gen regula positivamente la motilidad de los vibriones
bajo estas condiciones. Para evaluar si la afectacion observada en la motilidad de los
mutantes fnr estaba asociada a la mutacion introducida, se realizd un analisis de
complementacion de la motilidad. En aerobiosis, los mutantes transformados tanto con
el vector como con el plasmidio plJ-fnr mostraron halos de motilidad mayores que la
cepa salvaje transformada con el plasmidio vector (Fig.6).
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Fig. 5. Mortalidad de la cepa parental de V. choletae C7258 y los mutantes C72-Afnr-
2-1-7y C72-4fnr-2-3-1 en aerobiosis (-A) o0 anaerobiosis (-N). En el grafico se
muestran los diametros promedio recorridos por cada cepa y la desviacién estandar de
seis réplicas independientes. Letras iguales, representan diferencias no significativas;
letras diferentes, representan diferencias sifnificativas (Prueba de Tukey, a = 0,05;
g.l.e. = 35).

La comparacion de las diferencias de los halos de motilidad entre las cepas crecidas en
aerobiosis, reveld que los diametros de expansion de los mutantes transformados con el
plJ2921 fueron diferentes significativamente de los halos de la cepa salvaje
transformada con el mismo plasmidio (Fig. 6a). Este resultado se corresponde con el
obtenido previamente con los mutantes sin transformar, en aerobiosis (Fig. 5). Por otra
parte, los halos de los mutantes transformados con el plJ2921 fueron similares a los de
los mutantes transformados con el plJ-fnr. Esto indica que la presencia de un gen fnr
salvaje no complementa la modificacion de la motilidad observada en los mutantes en
aerobiosis y sugiere, que el aumento de la motilidad de los mutantes en aerobiosis no
estd relacionado directamente con la mutacion introducida en el gen fnr. En
anaerobiosis, por otro lado, los mutantes transformados con el vector mostraron halos
de motilidad menores que los de la cepa salvaje transformada con el mismo plasmidio
(Fig. 6¢) y la comparacion de las diferencias de los halos entre estas cepas revelo que
los halos de los mutantes transformados con el plJ2921 fueron diferentes
significativamente de los halos de la cepa salvaje transformada con el mismo plasmidio
(Fig. 6b). Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente para los mutantes
sin transformar en estas condiciones (Fig.5).

Sin embargo, los halos de motilidad de los mutantes transformados con el plasmidio
plJ-fnr fueron similares a los de la cepa salvaje transformada con el plasmidio vector.
Los halos de los mutantes transformados con el plJ-fnr no fueron diferentes
significativamente de los halos de la cepa salvaje y si de halos de los mutantes
transformados con el plJ2921 (Fig. 6b). Estos resultados indican que la afectacion de la
motilidad observada en los mutantes en anaerobiosis esté relacionada directamente con
la mutacion en el gen fnr e indica que FNR activa la motilidad en estas condiciones.
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Fig. 6. Analisis de complementacion de la motilidad de las cepas mutantes C72-4fnr-2-
1-7'y C72-4fnr-2-3-1 bajo condiones a) aerobiasy b) anaerobias. Los graficos muestran
los didmetros promedio recorridos por cada cepa y la desviacion estandar de seis
réplicas independientes. Letras iguales, representan diferencias no significativas; letras
diferentes, representan diferencias significativas (Prueba de Tukey, a = 0,05; g.l.e. =
17). c) Placas representativas del ensayo de motilidad en aerobiosis (A) y anaerobiosis
(N). plJ2921 (plJ); pld-fnr (pFnr).

Estudios previos en V. cholerae han probado que la expresion de los genes de virulencia
y la motilidad son regulados de manera opuesta.*’ Se ha demostrado que el sistema
ToxR/ToxT tiene un efecto regulador negativo sobre la motilidad*® y que esta es
controlada positivamente por los reguladores HNS,*>* CRP** y PhoB,>*** los cuales
reprimen la expresion de los genes de virulencia. Ademas, se ha informado que la bilis,
reconocida como una sefial ambiental caracteristica del lumen intestinal del hospedero,
potencia la motilidad de V. cholerae a la vez que reprime la expresion de los genes de
virulencia.*®***® Todos estos resultados sustentan el modelo de regulacion de los genes
de virulencia in vivo “motilidad primero, expresion de los genes de virulencia
después”.?® Sin embargo, en una cepa de V. cholerae del biotipo clasico se demostrd
que la expresion de la proteina VieA regula positivamente los genes de virulencia,®>
asf como la de los genes involucrados en la sintesis del flagelo y la motilidad.®

Estos resultados son similares a los aqui obtenidos, en los que se observOd que en
anaerobiosis, FNR es esencial para la produccion de la toxina y ademas, contribuye a la
motilidad de V. cholerae. La relevancia de esta regulacion in vivo se desconoce en estos
momentos.



CONCLUSIONES

En este trabajo, se demostrd que el regulador FNR activa especificamente la produccion
de la CT y no del TCP en una cepa de V. cholerae perteneciente al biotipo EI Tor
crecido en medio Syncase y en anaerobiosis y por otra parte, contribuye a su motilidad
bajo condiciones anaerobias. Ser& necesario determinar si la activacion de la produccion
de la CT por FNR en Syncase y anaerobiosis, ocurre a nivel transcripcional, asi como
evaluar la contribucion de FNR a la virulencia y colonizacion de V. cholerae en un
experimento de competencia con la cepa salvaje en el modelo de raton lactante, ademas
de la virulencia en otros modelos animales, que midan directamente la contribucién de
la toxina.
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