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RESUMEN

La bacteria Vibrio cholerae El Tor requiere de condiciones especiales de cultivo
in vitro para expresar sus factores de virulencia, como la toxina de célera (CT) y el
pilus (fimbria) corregulado con la toxina (TCP). Estas son las condiciones denominadas
AKl, y consisten de un periodo inicial de crecimiento estético (sin agitacién) seguido
por agitacién.

El regulador ToxT activa la expresidn de ctxAB y tcpA, genes que codifican
para la produccién de la CT y el TCP respectivamente, y su transcripcion inicial
depende del regulador ToxR. Para entender el control de la sintesis de la CT y el
TCP en los vibrios El Tor, se monitoreo la transcripcion de toxT y ¢ixAB por medio de

experimentos de “primer extension” a lo largo de una curva de crecimiento.

Las condiciones AKIl estimularon la sintesis de la CT, encontrandose ausencia
de transcripcién de ctxAB durante el crecimiento estdatico pero una induccién de
ésta al iniciar la fase de agitacién. La transcripcion inicial de toxT se indujo al final
del periodo de crecimiento estatico y fue transitoria, ya que se detuvo poco después
de iniciada la agitacién. Los ensayos de inmunodeteccién mostraron que los niveles
de ToxR no fueron igualmente transitorios, lo que implica que la expresién transitoria
de toxT puede deberse a un mecanismo de encendido/apagado de la actividad de
ToxR.

A pesar de la activacion transitoria de toxT por ToxR, la transcripcién de cixAB
se mantuvo durante la agitacién. Este hallazgo sugirié una expresién continua de
toxT, posiblemente a través de transcripcion de relevo desde el promotor de icpA,
que se encuentra a 12.6 kb de distancia rio-arriba. Esta propuesta se apoya en el
aumento de la produccion de TcpA durante la fase de agitacién del cultivo. La
transcripcién de toxT desde el promotor de tcpA es ademas compatible con la
evidencia de un mensajero para toxT, detectado por RT- PCR, en muestras tomadas
después de que se detuvo la transcripcién dependiente de ToxR. Interesantemente,
esto representa una forma de auto-retroalimentacion positiva para toxT ya que la
expresion de tcpA es inducida por ToxT mismo.

i6n de fcpA ne sucede a lo por que la de cixAB, ya que en cultivos

en crecimiento estatico prolongado se produce TepA una vez que aparece el transcrito
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para toxT, y sus niveles permanecen constantes durante la curva de crecimiento. La
transcripcion de cixAB, por el contrario, es dependiente de la agitacién del cultivo.
La observacion de que la cepa mutante ToxT- de V. cholerae El Tor transformada con
un plasmido que expresa foxT produjo mucho mejores niveles de CT cuando fue
crecida en agitacién desde el inicio del cultivo que en crecimiento estatico, apoya
un efecto fundamental de la agitacién en la induccion de ctxAB.

Por lo tanto, proponemos para ToxT un mecanismo de activacion similar al
de ToxR, en el que la fase de agitaciéon en los cultivos tipo AKI induce en ToxT un
cambio en actividad que es equivalente a un “switch” de encendido/apagado. Este
“switch” regularia su actividad sobre el promotor de cixAB y seria esencial para la
sintesis de CT, pero no indispensable para la expresion de tecpA.
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ABSTRACT

Vibrio cholerae El Tor require special in vitro culture conditions to express
virulence factors, such as cholera toxin (CT) and toxin co-regulated pili (TCP). These
conditions, termed AKI, consist of an initial static growth period {without shaking)
followed by shaking.

The ToxT regulator positively modulates ctxAB and fcpA expression, the genes
encoding for CT and TCP respectively, and its initial transcription depends on the
ToxR regulator. To help understand the control of CT and TCP synthesis in the El Tor
vibrios, toxT and cixAB transcription was monitored by primer extension, through-
out a growth curve.

AKl conditions stimulated CT synthesis with lack of ctxAB transcription during
static growth but with a clearly induction upon shaking. Initial toxT transcription
was induced at the end of the static growth period and was transient, stopping
shortly after shaking. Imnmunoblot assays showed that ToxR levels were not similarly
transient. This implies that transient toxT transcription is due to an on/off switch
mechanism for the activity of ToxR.

Despite the transient ToxR dependent toxT transcription, ctxAB transcription
was sustained during the shaking period. This finding suggested continuous toxT
expression, possibly through relay transcription, from the tcpA promoter located
12.6 Kb upstream. This proposal is supported by increased TcpA protein expression
during the shaking phase of the culture. Readthrough toxT transcription from the
tcpA promoter is compatible with evidence from RT-PCR experiments that show a
toxT message after ToxR dependent transcription had stopped. Interestingly, this
represents a positive feedback mechanism for toxT, since tcpA expression is induced
by ToxT.

Both genes. tcpa and cixAB, are not equally induced, since there is TcpA
production in stactic growth cultures once the toxT transcript appears, and protein
levels remain constant during the growth curve. On the contrary, ctxAB transcrip-
tion is dependent on the shaking phase of the culture. A major effect of shaking on
cixAB induction is supported by the observation that the V. cholerae El Tor ToxT-
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mutant strain, transformed with a foxT expressing plasmid, produced higher CT
levels when grown shaking from the beginning of the culture than in static growth.

Therefore, similar as for ToxR, we propose an on/off switch mechanism for
ToxT activation. In summary, we suggest that, in AKI cultures, the shaking phase
induces a change on ToxT activity equivalent to an on/off switch. This switch would
regulate its activity on the cfxAB promoter and would be essential for CT synthesis,
but not for tcpA expression.

vi
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El célera, historia y dispersion

El célera, frecuentemente llamado célera asidtico o colera epidémico, es
una enfermedad diarreica grave ocasionada por el patégeno Vibrio cholerae O1.
V. cholerae O1 se diferencia de las enterobacterias por ser oxidasa (+), y se subdivide
en dos biotipos: clasico y El Tor, y tres serovares {o serotipos): Ogawa, inaba e
Hikojima. La enfermedad se adquiere por medio del consumo de agua o comida
contaminada, con una ingestién minima promedio de 1x108 bacterias y un periodo
méximo de incubacién de 5 dias. En este periodo, V. cholerae coloniza el intestino
delgado.

La enfermedad se caracteriza por el inicio inesperado de diarrea profusa. El
paciente puede perder, en un dia o dos, varios litros de liquido que contiene
electrolitos, bicarbonatos y iones. Esta pérdida de liquido conlleva a la deshidratacion,
anvuria, acidosis y eventualmente, shock. Las evacuaciones contienen escamas de
moco y células epiteliales, dando el aspecto de heces en “agua de arroz”, asi como
grandes cantidades de vibrios. La pérdida de potasio puede dar como resultado
complicaciones cardiacas y problemas circulatorios. La tasa de mortalidad puede
ser alta (50-60%) en los casos de célera no tratado.

El colera se ha presentado de forma endémica en el subcontinente hindv
durante siglos. El colera epidémico fue descrito en 1563 por Garcia del Huerto, un
médico portugués en Goa, India. John Snow, un médico londinense, probd en
1849 que el agua contaminada puede ser una via de transmisién del célera. Robert
Koch, en 1884, aislé al vibrio a partir de las descargas intestinales de pacientes
con célera y comprobé que la bacteria era el agente causal de la enfermedad.

El primer brote de célera en Europa y América empezé en 1817, y para
inicios del siglo XX se habian presentado seis oleadas de célera a través del mundo.
Desde entonces y hasta los afios 60s, la enfermedad se localizé y esta presente en
el sur de Asia. En 1961, el célera de biotipo El Tor resurgié produciendo una epidemia
mayor en las Filipinas, iniciando la 7° pandemia. Las cepas de biotipo El Tor

=

eemplazaron a las cepas cldsicas entre los anos de 1969 y 1974 en el Delta del

Rio Ganges, en la India. Desde entonces, este biotipo se ha dispersado a través de
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Asia, el medio oriente, Africa y mas recientemente, algunas partes de Europa y
Ameérica.

Hay ciertas caracteristicas de las cepas El Tor que le confieren un alto grado
de “virulencia epidémica” permitiéndole dispersarse a través del mundo. Primero,
existe una mayor proporcion de casos asintomdaticos (portadores) que en el caso de
cdlera clasico. Segundo, el tiempo de eliminacién de bacterias por via fecal después
de la infeccién es mayor para las cepas El Tor que para las cepas clasicas. Tercero,
las cepas El Tor sobreviven por periodos mas largos en el ambiente extraintestinal
(3,37).

Caracteristicas generales de V. cholerae

Vibrio cholerae O1 es una bacteria Gram-negativa y al igual que otros
miembros del género Vibrio, es un anaerobio facultativo que no forma esporas,
muy mévil y tiene forma de bacilo curvo, con una longitud de 1.4 a 2.6 mm (3).

Existen 139 serogrupos de V. cholerae clasificados del O1 al O139. Sélo los
vibrios del serogrupo O1, y mas recientemente el serogrupo 0139 (67), se han
asociado con epidemias y pandemias de célera. La habilidad para producir toxina
de célera es determinante para la virulencia de las bacterias de esos serogrupos

@)

V. cholerae O1 en base a sus caracteristicas fenotipicas se divide, a su vez,
en dos biotipos: clasico y El Tor. La diferenciacién entre ambos biotipos no es
necesaria para el control o tratamiento de los pacientes, pero puede tener
importancia epidemiolégica o de salud publica. Cada biotipo se identifica en el
laboratorio en base a sus reacciones a ciertas pruebas bioquimicas, como lo son: la
prueba de Voges Proskauer (VF, modificada con NaCl al 1%, para los vibrios); la
sensibilidad al antibiético Polimixina B (50 U) y su capacidad para aglutinar eritrocitos
de pollo, cabra o borrego (Tabla 1) (3).
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Tabla 1. Diferencias entre ambos biotipos de V. cholerae O1

L. VP {modificado con Sensibilidad a Hemaglutacién
Biotipo NaCl 1%) Pol B (50 U)
. clasico (-) (+) (-)
El Tor (+) ) (+)

Para colonizar el intestino humano y establecer una infeccion, V. cholerae
expresa un grupo de factores de virulencia que incluyen a la toxina de cédlera (CT),
las fimbrias (pili) correguladas con la toxina (TCP}, proteinas de membrana externa
que se consideran importantes para la colonizacién, asi como tambieén el
denominado factor de colonizacion accesorio (ACF) (54).

Ciertos estimulos ambientales afectan el control de la expresion de genes
que codifican para los factores de virulencia en V. cholerae (60). Se ha propuesto
que esta regulacién tiene como funcion optimizar el gasto de energia y asi lograr
una infeccion exitosa. Uno de los factores de virulencia considerado quiza el mas
importante en V. cholerae es la CT porque ocasiona la pérdida abundante de liquido,
aun si se suministra en forma pura y en ausencia de la bacteria. Se cree que las
evacuaciones abundantes que caracterizan al célera son principalmente producto
de la accién de la CT.

La toxina de c¢élera

La toxina de colera pertenece a una familia de enterotoxinas relacionadas
estructural y funcionalmente y consiste de dos tipos de polipéptidos: la subunidad
Ay la subunidad B. El andlisis molecular de la CT ha revelado que ésta consiste de
5 copias de la subunidad B que rodean a la subunidad A para formar una holotoxina.
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La subunidad A en la holotoxina no es una cadena continua debido a que la proteina
es procesada post-traduccionalmente y es fragmentada proteoliticamente en dos
polipéptidos denominados A1 y A2. La subunidad A1 es la responsable del efecto
citotéxico, causando ADP-ribosilacion del complejo adenilato ciclasa (31).

El modeio de accion de la CT propone que la subunidad B lleva a cabo la
union de la holotoxina a un receptor en la célula de epitelio intestinal, y que la
subunidad A, a través de su actividad enzimatica especifica, actOa intracelularmente
y causa alteracion en el transporte iénico. El receptor identificado para la CT es el
gangliésido GM1, que esta presente en las células de la mucosa intestinal (31).

Los genes que codifican para las subunidades Ay B se encuentran dentro de
un mismo operén denominado ctxAB, que recientemente se descubrié forma parte
del genoma de un fago filamentoso lisogénico llamado CTX$, y cuyo ciclo vital
incluye su integracion a uno, o ambos (en cepas clasicas), de los cromosomas del
vibrio (66,68).

El operén cixAB posee una regién promotora propia, la cual es regulada
positivamente por la proteina ToxR, codificada por un gen que se encuentra en el
cromosoma 1 del vibrio (66). Ademads, la expresién de ctxAB es inducida por otra
proteina reguladora llamada ToxT, que forma parte de otro fago (ver adelante).
Esto sugiere que el promotor de ctxAB posee sitios reguladores para dos activadores
que al parecer no estdn relacionados a nivel estructural (11).

Regulaciéon de factores de virvlencia en V. cholerae
El regulén ToxR
La produccion de toxina en V. cholerae es aparentemente parte de una
respuesta al medio ambiente en el que se encuentra, y que se acompana de la

produccién de otros factores de virulencia, que también son modulados y de forma
coordinada, por el regulador ToxR (11,14,49,63). El hecho de que las cepas con
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mutaciones que anulan la produccién de ToxR son deficientes en la produccién de
factores de virulencia y, por tanto, avirulentas, compruebo la importancia de la
funcién de ToxR en esta respuesta (53). El conjunto de genes controlados por ToxR
se denomina el regulon ToxR (54).

Se ha propuesto que ToxR, que es una proteina de membrana interna, puede
responder a cambios externos en osmolaridad, nutrimentos y pH, pero no se sabe
a través de qué mecanismo (13). ToxR tiene un tamaiic aproximado de 32 kDa y
aparentemente posee tres médulos funcionales: uno en la regién amino terminal,
con localizacién citoplédsmica y que se considera el médulo de unién a DNA; otro
médulo que es transmembranal, sencillo e hidrofébico; y un médulo carboxilo
terminal localizado en el periplasma, que parece ser el dominio de dimerizacion
{u oligomerizacién) (18). La regién amino terminal de ToxR es homéloga al médulo
carboxilo terminal del regulador de la expresién de porinas en E. coli, OmpR, el
cual contiene al sitio de unién y activacién del DNA (43). La semejanza de ToxR con
OmpR, que pertenece al sistema de activadores de dos componentes, hace pensar
que ToxR tiene un mecanismo de accién semejante pero ain no hay evidencia
fuerte para apoyar esta propuesta (40).

En un sistema de dos componentes tipico, al cual podria pertenecer ToxR,
vna protein cinasa asociada a la membrana responde a sefiales ambientales y
fosforila a la proteina reguladora de respuesta. No obstante, ToxR no posee una
region consenso que funcionase como el sitio aceptor de fosfatos, asi como tampoco
se ha obtenido evidencia para la existencia de una cinasa asociada a la activacién

o desactivaciéon de ToxR (18).

ToxR parece estar mas relacionado a la subfamilia de proteinas similares a
OmpR a la que pertenecen las proteinas de membrana CadC y PsaE. CadC regula
la expresion de lisina descarboxilasa en E. coli, mientras PsaE regula la expresion
de fimbrias en Y. pestis. También podrian ser consideradas parte del mismo grupo
los homologos de ToxR en diferentes especies de Vibrio , asi como el regulador TcpP
de V. cholerae, el cuadl es clave para controlar la expresiéon de varios factores de
virulencia. La proteina HilA, que regula la expresion de genes de invasion en
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S.typhimurium, es también homologa a ToxR a nivel de secuencia; sin embargo, a
diferencia de ToxR, parece no ser una proteina de membrana (18).
Independientemente de los andlisis de semejanza estructural de ToxR con otros
reguladores, este regulador comparte con ellos algunos aspectos funcionales.

Aun cuando no estd claro cémo se lleva a cabo la activacién de ToxR, se cree
que su forma activa es un dimero. Para sondear esta propuesta, Dziejman y
colaboradores (1994) construyeron proteinas quiméricas con la regién amino
terminal del represor del fago lambda (A} unida a la regién de ToxR que incluye las
porciones transmembranales y periplasmicas. Ya que la forma activa del represor
de A depende de su dimerizacién, el hecho de que las proteinas quiméricas A-ToxR
fueron capaces de reprimir una fusién reportera con un operador lambda en E.coli,
apoya fuertemente que ToxR forma dimeros y que las regiones citopldsmica y/o
transmembranal de ToxR son suficientes para promover la dimerizacién y quiza
aun la formacién de oligémeros (17).

Genes modulados directamente por ToxR

ToxR es capaz de modular directamente a cuatro genes diferentes a través
de unidn a sus respectivos promotores. ToxR se une y estimula positivamente la
transcripcién del operén cixAB, del promotor cercano de toxT y del promotor de
ompU, que codifica para una proteina de membrana que se ha identificado como
un posible factor de adherencia de V. cholerae (10). Por otra parte, la unién de ToxR
al promotor de ompT, gen que codifica para ofra proteina de membrana de tipo
porina, tiene efecto negativo sobre su transcripcién (39). Para tratar de determinar
si existen caracteristicas comunes entre los 4 promotores modulados por ToxR se
han realizado andlisis de proteccién a digestion con DNasa | (“footprinting”) de los
distintos promotores, y tal parece que las Unicas caracteristicas que comparten son
el ser regiones relativamente extensas y ricas en A+T (Fig 1). Se predice que el
DNA con secciones ricas en residuos de A se encuentra doblado y se ha estipulado
que ToxR puede reconocer regiones de DNA distorsionado (10,39). Por ello, se
propone que ToxR reconoce alguna caracteristica estructural del DNA, y no una
secuencia nucleotidica especifica.
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ARTRAAAARTACAACARATIAAATTAAR

114 -58
ARAATCATTTARRAACAATAACTTGATARATTTTTACCAACAATAAAACAGTGTT

-53 -24
ATAGGATVTATATCATTTTACTAACTGATAGCG

ompU (+)
-95 -30

ARATGTAATTTATTGAAYTVAAGGTTTTATGTTTTVTTCTTTGYTVTTTTTATGGTATTTGACAT
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Figura 1. Comparacién de las secuencias nuclectidicas de los promotores
modulados por ToxR. En la figura se muestran sélo las regiones de los promotores de
toxT, cixAB, omplU y ompT que son protegidas por ToxR a la digestién por DNasa |
{“footprinting”}). También se indica si el promotor es inducido (+) o reprimido (-} por
ToxR. En el promotor de toxT se muestra la regién de la secuencia repetida invertida 3
involucradao en la unién de ToxR. Ei el promoior de cixAB se indican con fiechas ias
secuencias “repetidas directas” necesarias para la unién de ToxR, que pueden estar en
tandem de 3 a 8 veces, dependiendo de la cepa de V. cholerae.

(Modificado de las refs.: 25 y 39).
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En la region promotora de toxT se han localizado tres regiones con secuencias
repetidas invertidas, y se ha identificado como el sitio de unién de ToxR la mitad de
la repetida invertida centrada en la posicién -87 con respecto al inicio de la
transcripcién (Fig 1) (25,39). La presencia del heptamero TTTTGAT en el promotor
de cixAB es esencial para la unién de ToxR y se encuentra repetido en tdndem. El
numero de copias del heptamero es variable y puede repetirse de 3 a 8 veces
dependiendo de la cepa de V. cholerae. El hecho de que existen varias copias de
TTTTGAT sugiere que se necesita mas de una molécuia de la proteina para unirse
productivamente al DNA (Fig 1) (10,39,55).

Se han identificado también sitios de unién para ToxR que se requieren para
la activacion de la transcripcién en el promotor de ompU. Interesantemente, estas
secuencias no parecen tener similitud con las que se encuentran en los promotores
de foxT y ctxAB (Fig 1). El modelo para la activacién del promotor de ompU propone
que ToxR se une por lo menos a dos regiones y que la unién de ToxR a los sitios mds
lejanos promueve la unién de otros dimeros de ToxR a los sitios de unién rio-abajo
(“downstream”). El modelo propone que esto ocurre a través de interacciones
proteina-proteina que puede involucrar la unién cooperativa de ToxR. Las
interacciones cooperativas entre dimeros de ToxR pueden ser un componente
importante de la expresion de los genes regulados por éste (17).

ToxS en la actividad de ToxR

Aun cuando en la mayoria de los estudios mencionados ToxR parece ser
suficiente para activar la transcripcion de los diferentes genes, el hecho de que la
activacién del promotor de ctxAB se aumenta si ToxR interactia con otfra proteina
de membrana, ToxS, hace pensar que en todos los sistemas anteriores ToxS también
participa como elemento adyuvante.

En torno a su localizaciéon en el cromosoma, el gen toxS se encuentra a la
derecha del gen toxR y forma con este Gltimo un solo operén. ToxS no es
indispensable para la expresion o accion reguladora de ToxR, pero se ha inferido
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la activacién de ctxAB sea a través de favorecer la formacién de dimeros de ToxR,
que se ha propuesto como la forma activa de la proteina (17).

Participacién de ToxT en el regulén ToxR

Como se menciono antes, uno de los genes directamente activado por ToxR
es toxT. Este gen es muy importante ya que su ausencia causa la expresion disminuida
o préacticamente nula de varios factores de virulencia en V. cholerae. De hecho, la
proteina ToxT puede activar de manera muy pederosa el promotor de ctxABy activa
también al promotor de fcpA. Dado que la expresion de toxT se activa por ToxR,
ToxT es entonces una especie de regulador secundario que activa a algunos genes
que dependen de ToxR. ToxT seria entonces parte de un sistema de cascada a
través del cual ToxR lleva a cabo, de forma indirecta, la regulacién de genes de
viruiencia en V. cholerue {14}, udeimnis de su puiiicipudion directa en la regulacion

de otros genes, como ompU y ompT.

La proteina ToxT {32 kDa) pertenece a la familia de activadores
transcripcionales tipo AraC y en su extremo carboxilo tiene un motivo de hélice-
vuelta-hélice caracteristico de esta familia de activadores {14,59). Su extremo amino
no muestra similitud significativa con otros miembros de esta familia, tal como
sucede con otras proteinas de tipo AraC. Se ha propuesto que ToxT podria detectar
algunas sefales ambientales en las condiciones en que se expresa el regulén ToxR,
y que el extremo amino de ToxT podria funcionar como sitio de interaccién con un
efector (23,58).

ToxT activa la transcripciéon de cixAB y su efecto es quizé el mas importante
para la produccién de CT. La influencia de la funcion de ToxT en la activacion de
cixAB ha derivado principalmente de estudios in vitro, y a menudo usando E. coli
como hospedero heterélogo. De acuerdo a estos experimentos se proponia que
ambos, ToxR y ToxT, podian activar independientemente la transcripcion de ctxAB
(11,43). Esta propuesta contrastaba con la indicacién de que in vitro ctxAB es activado
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ToxR activo como resultado de la colonizacién, el cual actoa en conjunto con ToxT
para inducir la transcripcién de cixAB (38). Es decir, in vivo ambos ToxT y ToxR son
capaces de activar a ctxAB, lo que seria totalmente consistente con el hecho de que
existen sitios de unién tanto para ToxT como para ToxR en este promotor (11).

ToxT también controla la expresion de TCP y de los genes acf que codifican
para un factor accesorio de colonizacién, ACF, que parece tener una funcién en
transduccién de sefales asociadas con la motilidad (14,52,54). Similar a ToxR, los
sitios de unién y activacién en los promotores a los que ToxT se une son diferentes
y no parecen poseer una secuencia consenso (52). Por la falta de homologia a nivel
de secuencia, igualmente se propone que ToxT reconoce la topologia de las regiones
promotoras que activa, ya que ellas también poseen abundantes A+T.

La transcripcion dependiente de ToxT, al igual que la dependiente de ToxR,
es afectada por algunas sefales ambientales. Por ejemplo la bilis, que aumenta la
motilidad de los vibrios y que se ha especulado es un factor de quimiotaxis, reduce
la expresion de los genes activados por ToxT cuando se agrega al medio de cultivo.
Curiosamente, en cultivos in vitro la bilis al 0.4% estimula la actividad de ToxR
aumentando la transcripcién del gen toxT (58). Al parecer, el crecimiento en presencia
de bilis promueve la inactivacién de ToxT, dando como resultado una reduccion en
la expresion de sus genes blanco. Al igual que sucede con otros miembros de la
familia AraC, se ha predicho que la actividad de ToxT es afectada por la interaccién
directa de la proteina con una molécula pequeiia, y que en este caso podria ser el
acido deoxicélico de la bilis. El efecto de la bilis y tal vez de otros factores ambientales
sobre la actividad de ToxT, puede orquestar una respuesta mediante la cual la
bacteria regula cautelosamente la expresiéon espacio-temporal de sus factores de
virulencia durante su transito por el intestino (58).

En lo que se refiere al control de la transcripcion, el gen toxT depende en
primer lugar de un promotor cercano que es activado por ToxR. Dentro de este
promotor existen secuencias que contienen un sitio especifico de union de ToxR,
como se ha demostrado en experimentos de retardamiento en gel y “footprinting”

(9,25). Muy recientemente se ha demostrado que ademas de ToxR, y/o ToxR/S, otro
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par de proteinas reguladoras, TepP y TepH, tienen una funcién esencial en la
activacién del promotor de toxT (Fig 2) (5,22).

Andglogamente a ToxR/S, TepP/H son los productos de la transcripcion de un
mismo operén y son, ademds, proteinas de membrana interna. Cuando TepP/H
son expresadas de forma aumentada por un promotor ajeno, pueden activar la
expresion del gen toxT en ausencia de ToxR. Sin embargo, se ha visto que cuando
ToxR/S y TcpP/H acttan en conjunto ocurre la expresion éptima de este gen (5,22,36).

Por su parte, la sintesis de TcpP/H esta controlada por otro par de proteinas
denominadas AphA y AphB, que son activadoras del promotor de tcpPH (Fig 2)
(34,35,61). Aparentemente, la actividad de estas proteinas depende de estimulos
ambientales como pH y temperatura, pero estos estimulos no parecen afectar la
expresion de sus respectivos genes (34,35). AphA/B y ToxR/S son los productos de
genes pertenecientes al genoma ancestral de V. cholerae a diferencia de TcpP/H y
ToxT, que son los productos de genes adquiridos por transferencia horizontal. Esto
es, tcpP/H y toxT pertenecen al grupo de genes TCP, los cuales se encuentran en el
genoma de un bacteriéfago filamentoso, VP9, que cedifica para una fimbria (pilus)
de tipo IV (TCP). Ademas de su importante funcién en la colonizacion, el TCP sirve
como receptor para el fago CTX$ (32,33).

Ademas del promotor cercano regulado por ToxR, el control de la expresion
de toxT depende de un promotor distal que dirige la expresiéon de tcpA. Por
encontrarse al inicio del operén, este promotor controla la expresion del grupo de
genes TCP. Dado que este operon incluye al gen toxT y que ToxT induce la expresién
de tcpA, la transcripcion desde este promotor resulta en un mecanismo de
autorregulacion para toxT (Fig 2) (4,70). Esta propuesta se apoya en que cuando se
muta el promotor de fcpA se causa reduccién en los niveles de mensaje para toxT
en una cepa cldsica (70).

El modelo de regulacién de la expresion de toxT es complejo, ya que involucra

otros elementos que regulan la actividad del promotor de tcpA, como VarA (69,
que actua de forma positiva y la proteina represora por catabolitos dependiente

12
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Figura 2. Modelo de regulacién de ToxT en Vibrio cholerge. Los circulos Ay B
representan a las proteinas AphA y AphB, que son activadoras de la transcripcion del
operén tcpPH. Los dvalos H, B Ry S representan, respectivamente, a los pares reguladores
TepP/H y ToxR/S, que son proteinas de membrana interna y que activan ta transcripcion
de toxT. ToxT, representada por el circulo T, activa la expresién del operén ctxAB y del
operén TCP completo, que incluye al propio gen toxT, VarA es una proteina activadora
del promotor tcpA y CRP tiene un efecto represor sobre este promotor (indicado por el
simbolo 1). {Modificade de la ref. 34).
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de AMPc (CRP), que tiene un efecto represor (Fig 2) (59).

VarA comparte similitud con la familia de activadores de dos componentes y
es homologa a GacA de Pseudomonas, que es un regulador de respuesta global de
metabolismo secundario. GacS (LemA) funciona como la cinasa sensora asociada
a GacA, y se ha visto que el sistema GacS/GacA ejerce un efecto positivo en la
regulacion genética dependiente de la densidad celular, en conjunto con los sistemas
de regulacién mediados por N-acil-homoserin lactonas, en 3 especies de
Pseudomonas (7). No se sabe aun qué estimula a VarA en V. cholerae para que
active al promotor de tcpA, ni se ha encontrado una cinasa asociada a esta proteina.
Sin embargo, recientemente, se encontré que las proteinas Pta (fosfotransacetilasa)
y PHA (fosfotransferasa) influyen en la cascada de regulacién de ToxR (8), por lo que
se ha especulado que Pta podria fosforilar a VarA. No obstante, no se puede
descartar la posibilidad de que exista un homélogo de Gac$ en V. cholerae.

Papel de H-NS en la regulacién del regulén ToxR

Ademds de los reguladores arriba mencionados, recientemente se ha
demostrado que H-NS juega un papel importante en la regulacién de la expresién
de factores de virulencia en V. cholerae (47).

H-NS se encuentra distribuida ampliamente entre los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, y puede modular la expresion de genes de virulencia localizados
en plasmidos o islas de patogenicidad. H-NS es una proteina pequeina muy
abundante que promueve la condensacién del DNA cromosomal, e influye sobre
la expresion de muchos genes no relacionados. H-NS parece funcionar organizando
las regiones promotoras y reguladoras en complejos nucleoproteicos que pueden
cambiar en respuesta a la osmolaridad, temperatura, anaerobiosis, pH y fase de
crecimiento del cultivo (1).

H-NS se une preferencialmente a regiones de DNA que adoptan curvaturay

que son ricas en A+T, en el sitio consenso 5'-TNTNAN-3’, donde N representa a
cualquier nucieétido (1). Los promotfores de foxt, ctxAB y fcpA poseen caracteristicas
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que serian compatibles con la union de H-NS {Fig 3) (47).

En la mayoria de los casos, H-NS modula la expresion de genes de virulencia
en forma negativa. Se propone que en los genes en que los sitios de unién de H-
NS se sobreponen con los elementos del promotor, ésta disminuye la transcripcion
al evitar la unién de la RNA Polimerasa. También hay promotores en los que los
sitios de unién de H-NS se encuentran fuera de la region promotora inmediata
(caso de toxT) y se ha sugerido que H-NS puede reprimir la transcripcion afectando
la formacién del complejo abierto en el promotor (1).

En V. cholerae H-NS tiene un efecto represor fuerte sobre el promotor de
toxT. En este promotor H-NS parece unirse a la region que va desde la posicion
-172 y hasta la posicién —256 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion (Fig
3). H-NS tiene también un efecto significativo y de cardcter negativo sobre la
expresion de ctxAB. La eliminacién de hns da como resultado un nivel de expresion
de ctxAB que es igual o mayor al nivel silvestre, aon en ausencia de ToxT.
Interesantemente, en una mutante hns que ademds carece de ToxR y ToxT, la
expresion de ctxAB es menor que en una mutante hns que tiene ToxR pero a la que
le falta ToxT. Esto sugiere que en ausencia de H-NS, ToxR activa directamente al
promotor de cixAB (47).

Por lo anterior, una de las funciones de los reguladores en la cascada de
regulacion de ToxR, parece ser el contrarrrestar la represion por H-NS, aunque en
algunos casos, los activadores se necesitan aun en ausencia de H-NS para activar
la expresion de sus genes blanco. Es’re-purece ser el caso de la expresion de tcpA,
ya que ToxT se requiere para su maxima expresion en una mutante hns (47).

Regulacién especifica entre los dos biotipos de V. cholerae O1

Todos los componentes del sistema de regulacion antes descritos parecen
estar presentes en los dos biotipos de V. cholerae O1, clasico y El Tor. En ambos
biotipos se requiere al menos de ToxR, TcpP y ToxT para la produccion de CT, TCP y
los demads factores de virulencia que se encueniran deniro del reguion ToxR. Mds

aon, las secuencias involucradas en la regulacién se encuentran presentes y estan
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Figura 3. Modelo para la modulacién negativa de la expresién de genes de virulencia
ejercida por H-NS. (Arriba) H-NS afecta de forma negativa dos etapas dentro del operén
tcp. El efecto principal ocurre en el promotor cercano de toxT. La regién requerida para
esta actividad se localiza en la posicién =172 rio-arriba con respecto al inicie de la
transcripcion de toxT. El efecto negativo de H-NS sobre el promotor de toxT es
contrarrestado por ToxR/TcpP. H-NS también ejerce un efecto menor sobre el promotor
del operén fcp, localizado rio-arriba de fcpA Este efeclo es contrarrestado por ToxT.
‘HDCI|DJ H-HS fambién |=||=1 <e uin efecto nusuuvu fsaitascbre sl p promctor da cixAB, Ests

efecto es contrarrestado por ToxT, con la posible contribucion adicional de ToxR. (Tomado
de la ref. 47).
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altamente conservadas en los dos biotipos. Sin embargo, existen diferencias muy
interesantes, va que el mecanismo que controla la expresion de foxT tiene un grado
de especificidad asociada al biotipo (15,36,45). Es decir, las cepas clasicas producen
CT y TCP en condiciones experimentales muy variables, mientras que las cepas El
Tor requieren condiciones de crecimiento especificas. Un tipo de condicién
aparentemente 6ptima para la sintesis de CT y TCP por el biotipo El Tor es el
denominado cultivo tipo AKIL. En un cultivo tipo AKI parece ocurrir la expresion
adecuada de los genes controlados por ToxR (15,26,30,40).

Las condiciones de cultivo AKI son diferentes a lo tipico para cultivo de
enterobacterias en el laboratorio. En un cultivo tipo AKI se debe iniciar con un
indculo muy pequero (aprox. 1x10® bacterias) en un volumen de 10 ml de medio
contenidos en un tubo u otro recipiente similar. El vibrio crece en el tubo por 4
horas a 37°C sin agitar, y transcurrido este tiempo, se debe transferir el cultivo a un
matraz que permita un volumen de aire 10 veces mayor al volumen liquido. Entonces,
el cultivo es sometido a agitacién en el matraz, por un periodo de hasta 14 horas a
37°C (26).

Aun se desconoce por qué las cepas El Tor requieren de estas peculiares
condiciones de cultivo, pero recientemente se encontré que la expresién de toxT a
partir de un plasmido con el promotor inducible Pfac practicamente eliminé en una
cepa El Tor la necesidad del cultivo AKI para lograr la sintesis eficiente de CT (15).
Esto nos indico que en las cepas El Tor ToxT tiene un papel fundamental en la
respuesta a las condiciones AKl y la sintesis de CT.

Para definir cémo es que ToxR y ToxT modulan la expresion de toxT y ctxAB en

las cepas de V. cholerae El Tor, en este trabajo se decidio investigar la transcripcion
de toxT y ctxAB a lo largo de un cultivo en condiciones AKI.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la regulacién de la expresién de factores de virulencia en Vibrio
cholerae El Tor.

Objetivo particular
Determinar las bases moleculares del requerimiento de condiciones de cultivo
especiales para el control de los genes de virulencia cixAB {toxina de célera) y tcpA

(pili corregulado con la toxina de célera) por los reguladores ToxR y ToxT en Vibrio
cholerae El Tor.

Obijetivos especificos

a) Determinar en qué etapa del cultivo en condiciones AKI se induce la
expresion del gen toxT y del operén ctxAB.

b) Determinar si en condiciones de cultivo AKl la expresion de toxT esta
sujeta a la presencia y/o actividad del regulador ToxR.

¢) Determinar si la expresién de tcpA se regula de forma paralela al control
de ctxAB en condiciones no inductoras (no-AKI).

d) Determinar si la actividad del regulador ToxT es influida por la fase de
agitacién en los cultivos en condiciones AKI.
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Cepas Bacterianas

En la mayoria de los experimentos realizados se utilizé la cepa de V. cholerae

El Tor E7946. Se utilizaron células electrocompetentes comerciales de E. coli DH10B

(Gibco-BRL) como cepa intermediaria para clonacién, siendo la receptora final una

cepa de V. cholerae El Tor. La cepa VJ739 (6) es una mutante de fenotipo ToxT de la

cepa E7946 y sirvié como receptora de plasmidos. La cepa de V. cholerae clasico

0395 se utilizé para generar los productos de “primer extension” (PE.) que sirvieron

como referencia para calcular los tamafios aproximados de los productos de PE.

para toxT y ctxA de la cepa El Tor.

Cepa o plasmido

cepas de E. coli
DH10B
$17-1

capas de V cholerae
0395
E7946
vI739

VI739/pMT5
VI739/pToxT ET
$17-1/pToxT ET

Plasmidos

pMMB&S

{EH o HE )
pMT5

pfoxT ET

Descripcién

célulos electrocompetentas comercioles

derivada recA de E. coli 294 (F- thi pro hsdR) con genes de
transferancia IncP de pRP4 integrados al cromosoma, Sm°

biotipo cidsico

biotipo Ef Tor, Sm’

cepa mutanie en el gen toxT (AHTH) derivada de la cepa
E7946, Smr

VJ739 transformada con el pldsmido MT5
V1739 transformada con el plasmido ToxT ET
517-1 transformada con el plasmido ToxT ET

vector de clonacién de baje nomero de copias que contiens
al promotor inducible Ptac, Amp*

plasmido derivado de pMMBA6HE que contiene al gen foxT
clasico, sin su promotor

plasmido derivade de pMMBSGEH que contiene al gen toxT
El Tor, sin su promotor

a. Colecciéon de cepas del laborotorio,

21

Tabla 2. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados.

Referencia o
fuente

Gibco-BRL
564

Qe
CcCL

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
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Condiciones de crecimiento

Los cultivos para la cepa de V. cholerae O395 se hicieron a 30°C en medio
Luria-Bertani (LB; Bacto Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.5%) y
agitacién orbital. La cepa de V. cholerae E7946 se creci6 a 37°C en medio AKI (26)
(Bacto Peptona 1.5%, Extracto de levadura 0.4% y NaCl 0.5%) sin bicarbonato de
sodio (27), en condiciones estandar de crecimiento AKI (26) o en condiciones de
crecimiento no-AKl (ver adelante). Se utilizaron los antibioticos: Ampicilina (Amp) y
Polimixina B (Pol B) a una concentracién de 100 pg/mly 100U/ml, respectivamente,
en caso de ser necesario.

Los cultivos de la cepa clasica se iniciaron a partir de un cultivo de 5 ml que
estuvo en agitacién toda la noche. De este cultivo se tomaron 0.5 ml y se diluyeron
en 50 ml de medio LB nuevo para realizar un cultivo en agitacion por 2 a 5 horas,
a 30°C.

Los cultivos en condiciones estandar de crecimiento AKl se realizan inoculando
10 ml de medio AK) contenidos en un tubo de vidrio de 15 x 150 mm, o bien, un
vial de vidrio de 20 x 60 mm, con 2 ul de una suspension de bacterias en solucién
salina 0.9% (SS) o amortiguador salino de fosfatos (PBS), con una lectura de absorcién
a 600 nm (A} de 1.0. El tubo o vial es incubado por 4 horas en forma estatica a
37°C y transcurrido este tiempo, el contenido se vierte a un matraz Erlenmeyer de
125 ml, donde serd incubado por el resto del tiempo de cultivo en agitacion orbital
a 190-200 rpm y 37°C (26).

Debido a que los rendimientos bacterianos en las primeras etapas de cultivo
son muy bajos, la cepa El Tor E7946 se cultivo en volumenes grandes (a escala) (16)
a fin de obtener masa bacteriana suficiente, principalmente de las primeras horas
de cultivo y/o en cultivos con baja densidad de crecimiento. Los cultivos a escala
fueron disenados para ser equivalentes a los cultivos de 10 ml en tubos de 15 x
150 mm (26) y se llevaron a cabo con volumenes de 500 ml, en probetas de 500 ml.
El medio se inoculé con un volumen de 100 ul de una suspension de bacterias en
PBS, con una lectura de A,,,=1.0. La probeta se incubé estaticamente a 37°C por 4
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h, tiempo después del cual, el cultivo se vertié en un matraz Erlenmeyer de 2 litros
(L) para continuar con el crecimiento bajo agitacién orbital (200 rpm) por 6 horas
adicionales (condiciones AKI).

Se definieron como condiciones de cultivo no-AKI aquellas en las que los
cultivos se mantuvieron ya sea sin agitacién (cultivo estdtico prolongado) o agitados
sin un periodo estatico previo {cultivo en agitacion continua). Para la condicién de
crecimiento estatico prolongado el cultivo se mantuvo en la probeta durante el
tiempo de cultivo y para el crecimiento en agitacién continug, el cultivo de 500 ml
se agité orbitalmente desde el inicio en un matraz de 2 L.

Aislamiento de RNA y ensayos de “Primer Extension” (RE.)

Para aislar RNA total se cosecharon bacterias de alicuotas de 25 a 50 ml de
cultivo cada hora, que se enfriaron rapidamente colocandolas sobre hielo para
luego recuperar las células por centrifugacién. Generalmente, las pastillas
bacterianas se almacenaron inmediatamente a -20°C, para llevar a cabo la
extraccion de RNA al dia siguiente. El RNA se obtuvo a partir de las pastillas
bacterianas usando el reactivo TRIzol (Gibco-BRL) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Posteriormente, las muestras de RNA fueron sometidas a tratamiento
con DNasa | para eliminar el DNA remanente. Al final del procedimiento, las
concentraciones de RNA se ajustaron a 5 ug/pl en base a su absorcion a 260 nm
(A,)- Esto sirvi6 para compensar las deficiencias en densidad bacteriana a los
distintos tiempos de la curva de crecimiento, asi como las diferencias entre los
cultivos. Ademas, las alicuotas de RNA total se corrieron en geles de agarosa para
estimar visualmente las concentraciones en las muestras, que fueron siempre

consistentes con los valores de A,

Los experimentos de PE. para los transcritos de toxT y ctxA se realizaron de
forma descrita anteriormente (24), usando como iniciador (“primer”) para toxT el
oligonuclesétido 5'-CATTAGTTTGAAAAGATTTTTTTCCCAATCAT-3’, donde el triplete
subrayado es complementario al codén ATG para el primer ominodcido de ToxT. Ei
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oligonucleétido especifico utilizado para la extensién de ctxA fue 5'-
GAATCTGCCGATATAACTTATCATCATTTGCAT-3’, donde los nucleétidos subrayados
son complementarios al codén del aminodcido nomero 8 en la secuencia de la
proteina CtxA madura.

Los iniciadores se marcaron en el extremo 5’ con [y*2P]-ATP utilizando
polinucleétido cinasa del fago T4, se purificaron y concentraron en columnas
QuickSpin Columns Sephadex G-25 (Boehringher-Manheim), y se acoplaron con
5 ug de cada muestra de RNA. La reaccién de alineamiento se realizé calentando
las muestras a 95°C por 1 min., seguida por 2 min. a 55°C y enfriando
inmdediatamente en hielo por 15 minutos. Los transcritos fueron extendidos con
20 U de transcriptasa reversa Superscript |l, libre de Rnasa H (Gibco-BRL), por 45
min. a 44°C, en 1X del amortiguador para la reaccion de transcripcién reversa
(First strand buffer), TmM de ditiotreitol (DTT) y 0.25 mM de mezcla de
deoxinucleétidos, por ul de mezcla de reacciéon. Los productos de extension se
separaron por electroforesis en geles para secuenciaciéon (poliacrilamida al 8%,
urea 7My amortiguador tris-boratos, TBE), cargando en cada pozo 5 pl de la mezcla
de reaccién en todos los experimentos. Los productos de PE. se detectaron por
autorradiografia.

RT-PCR de transcrito para foxT

Se obtuvo evidencia para la presencia de mensaje de toxT tratando alicuotas
de las muestras de RNA con transcriptasa reversa (RT) de virus de leucemia murina
(MulY), seguida por reaccion de PCR con DNA polimerasa AmpliTaq, usando un
estuche ("kit") de reactivos GenAmp RNA-PCR (Perkin-Elmer) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (reaccion de RT-PCR: reverse transcription-polimerase
chain reaction, por sus siglas en inglés). Asi mismo, se hicieron reacciones de RT-
PCR usando RT Superscript Il, libre de Rnasa H (Gibco-BRL), seguida por reaccién
de PCR con DNA polimerasa Tog (Gibco-BRL) teniendo igualmente muy buenos
resultados. Como medida de control para corroborar la ausencia de DNA templado
contaminante en las muestras de RNA, se corrieron reacciones de PCR para cada
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una de las muestras examinadas, usando los mismos componentes del estuche de
reactivos pero omitiendo la RT. La falta de productos de amplificacion en las muestras
sin RT confirmé que los productos de PCR obtenidos provenian de cDNAs.

El oligonucledtido “upstream” (rio-arriba) utilizado para la reaccién de RT-
PCR de RNAm para toxT fue 5’- CTTTACGTGGATCCCTCTCTGCG-3’, donde la G
subrayada es complementaria a la posicién -31 con respecto al codén de inicio
ATG. E! oligonucleétido “downstream” (rio-abajo) utilizado fue 5’-
CTACCCAACTGCAGTGATACAATC-3’, donde el triplete subrayado es la secuencia
complementaria al codén de paro de toxT (TAG) (Fig. 4). Para la reaccién de RT-PCR
control de ctxA el oligonucleétido “upstream” vutilizado fue 5'-
CGTTTGGATCCAGGGAGCATTATATGGTAAAG-3’, donde el triplete subrayado
corresponde al codén de inicio y el olige “downstream” fue 5'-
GCGATAAGCTTCATAATTCATCCTGAATTC-3’, donde los nucleétidos subrayados
corresponden a la secuencia complementaria del codon de paro de cixA.

También, se realizaron reacciones de RT-PCR para detectar un fragmento de
DNA que incluye al gen tcpF, que se localiza inmediatamente antes del gen toxT. Se
obtuvieron muestras de RNA a las horas 4, 6, 8 y 10, de un cultivo crecido en
condiciones AKIl. Para las reacciones de RT-PCR se utilizaron los oligonucleétidos:
5'.CTTTTCGCTCGTCGACAAACTAAG-3' (“upstream”), donde la G subrayada
corresponde a la posicion -23 con respecto a la A del codén para el primer
aminodcido de la proteina TcpF, y 5'-CATTAGTTTGAAAAGATTTTTTTCCCAATCAT-3’
(“downstream”), que es el mismo oligonucleotido que se utilizé para la reaccién de
PE. de toxT. El tamano hipotético para el producto de amplificacién corresponde
aproximadamente a 1.3 kb (1,272 pb).

inmunodetecciéon de ToxR
La deteccion de la proteina ToxR se hizo a partir de pastillas bacterianas

recolectadas en los mismos tiempos a los que se tomaron las alicuotas para RNA
durante el cultivo AKI. Debido a las bajas concentraciones bacterianas en las primeras
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Secuencia de oligos para la amplificacién del gen toxT

BamHT

[57) CTTTACGT GGATCCCTCT CTGCG (3'}]

GTAGTTTTAT ATTAACTTCG ATTTTAAGAT ARCTTTACGT GGATGGCTCT CTGCGTTTAT

TTATATATCT
TAGAATGAGT
GTTCTGGATA
GATAARRTTCA
TTCATTATCA
TTCACTAARA
AGATCTATTA
TGGTTTCAGA
CTCGARAGTA
GAAAATTTCA
TGGTGAATTA
GTTTAGAGARA
TGAATTCARA

TACAGTATTT
AGTTGCAGAR

TTGGGTAGTT

S/D
TCAGAGTAGA
RAATTTGATA
GATAGTGGAA
AGTTCAATTA
GATGAARMATA
TCTTACATTC
CTTTGGRATT
GAAATTAATT
GARRDARAAT
TGTTTAGTAA
AGARCGRATC
TTARTTAATA
ATARAACAGA

AAGTCAACCA
AAATAATGGA

TTAGT

[racccaTc (57}

ACGCARATGAT
CTTACATATT
TTGCAAAGCT
TCTTACTCAA
TAARATGTTTC
TTGGTGATCT
GTGAACATAA
ATTCAGATGA
ATAACTCTAT
ARAGTGATAT
GGATGATTTT
GCATTCGAAT
TTGCATATCA

TGAATGTAGC
ATACGTTTAC

TGGGAMARDA
CAATAACTTA
TATAGATRAA
GAAAAACGCT
TGTAATTACA
CATGATAAGG
TGATATAGCT
GTTCCTAARA
ATTTATTACT
TACGCGTAAT
GAARAAAGAR
ATCATATTCA
GTCTGGGTTT

ACCAAGTGAA
TTGATCCTAT

TCTTTTCAAA
TATATARACG
AATTGCTTGG
ATTCAGCGAT
ATAAGTGATT
AATTTATATA
GTCCTTTCTG
GTTTTTTTTT
GATGATCTTG
TGGCGTTGGG
CTAGAGTCTC
ATTTCACTAA
GCTAGCGTTT

TATTTATTTA
TTTCGATTGT

CTAATGTATA
ACTACAARAAT
TTAGTTATGA
TTTCTTTGAC
CATTTATACG
GTGAAAATAR
AAGTGGTAAR
CAGGGTTCTT
ATGCTATGGA
CAGATATTTG
GAGGAGTAAA
TGAAAACCGG
CATATTTTTC

TGTTGACAGG
ATCACTGATT

[(37)CTAACA TAGTGACGTC]|

Pstl

Figura 4. En esta figura se muestro la secuencia del gen toxT de V. cholerce y
de los oligonucledtidos utilizados para su amplificacion por PCR. Los oligonucledtidos
sa disefiaron de manera tal que introducen los sitios de restriccién BomH! y Pstl para
clonacion del gen en el plasmido pMMB66EH (20).
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horas, la cantidad de muestra requerida para mediciones de proteinas e inmunoblots
involucro el procesamiento de volomenes relativamente grandes de cultivo. A pesar
de ello, el procesamiento de volumenes de cultivo con baja densidad bacteriana
resultaba en material insuficiente, ya que la centrifugacion de dichas muestras
daba pastillas bacterianas muy pequenias.

Para poder utilizar alicuotas de las muestras colectadas y no de cultivos
paralelos, lo cual podria introducir variaciones, se opté por normalizar las
concentraciones de las alicuotas determinando las concentraciones bacterianas a
través de lecturas de absorciéon a 600 nm (A,,,) antes de cosechar el cultivo. Los
volumenes de las pastillas bacterianas se ajustaron de acuerdo a los valores iniciales
de A .,
(“sample buffer”) para electroforesis. Los contenidos celulares se liberaron por

y las alicuotas fueron resuspendidas directamente en amortiguador muestra

ebullicion y las muestras se colocaron en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio para ser separadas por electroforesis (SDS-PAGE). Las proteinas separadas
se pasaron a membranas de nitrocelulosa por electrotransferencia, y las bandas
inmunorreactivas se revelaron con técnicas estandar, usando antisuero de conejo
contra ToxR {amablemente donado por J.J. Mekalanos), inmunoglobulina G (IgG)
de cabra anti-IgG de conejo, conjugada con peroxidasa (Miles Laboratories}, y o-
cloronaftol como sustrato. Se utilizé un marcador comercial de peso molecular
(High Molecular Range Rainbow Marker, Amersham) para confirmar la posicién
esperada para la banda inmunorreactiva de ToxR.

Inmunodeteccion de TcpA

Para la deteccién de TepA se obtuvieron pastillas bacterianas de alicuotas de
50 ml de cultivo para las horas 3 y 4, y de 1.5 ml de cultivo para las horas
subsiguientes, las cuales se resuspendieron en 100 ul de PBS. Las células
resuspendidas se lisaron por congelacion-descongelacion repetitivay los contenidos
proteicos totales se ajustaron al mismo valor, de acverdo a determinaciones de
proteina utilizando un reactivo comercial (Bic-Rad). Sc colocaron 5 il de cada
muestra directamente sobre una membrana de nitrocelulosa (“dot blot”) y se evalué
la presencia de TcpA por reaccién in situ con anticuerpo monoclonal (MAb) anti-
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TcpA 20:2 (29), 1gG de cabra anti-lgG de ratén conjugada con peroxidasa, y o-
cloronaftol como sustrato. Los intentos para detectar TcpA con MAb 20:2 por medio
de Western Blot no resultaron, probablemente debido o la baja reactividad del TCP
de El Tor en este experimento (29), aun cuando si era Util para deteccion por “dot-
blot” (41).

Después de la obtencién de un MAb mucho mas reactivo con la proteina
TcpA de El Tor, MAb TcpET 2:13 {amablemente donado por S. Attridge), se realizé
Western Blot de alicuotas tomadas a las horas 3, 4, 7 y 10, de un cultivo en
crecimiento estdtico prolongado. Las muestras se normalizaron como se menciond
anteriormente y se separaron las proteinas por SDS-PAGE. Se pasaron a una
membrana de nitrocelulosa por electrotransferencia y las bandas proteicas
inmunorreactivas se revelaron usando técnicas estandar con los anticuerpos MAb
TepET 2:13, anti-lgG de ratén conjugada con peroxidasa y a-cloronaftol como

sustrato.
Detecciéon de CT

V. cholerae secreta la CT al sobrenadante bacteriano muy eficientemente y
la fraccién de la toxina que permanece dentro de la célula es muy baja. Sin embargo,
para determinar si bajo las condiciones experimentales usadas no habia retencién
de CT en las células, se realizé su detecciéon tanto en sobrenadantes de cultivo
como en pastillas bacterianas. Las pastillas de 1 m! de cultivo se resuspendieron en
500 pl de PBS, y los contenidos celulares se liberaron dando tres choques de
ultrasonido en hielo. Los sobrenadantes y sonicados se evaluaron por ensayo de
inmunosorbencia ligado a enzimas (ELISA)} (62). Las placas de ELISA se forraron con
gangliésido GM1 (Sigma) durante toda la noche a 4°C y se bloquearon con una
solucion de PBS/Albumina Bovina (Sigma) al 0.2% por 30 min. a 37°C. Se hicieron
diluciones dobles seriadas de las muestras, iniciando con un volumen de 200 pl de
muestra de los cuales se transfirieron 100 ul al pozo siguiente que ya contenia 100
ul de PBS y repitiendo lo mismo hasta llegar al ultimo pozo. Se utilizé ya sea CT
(Sigme) o la subunidad B de la CT {(RCTBj (57) @ una concentracion de 1 pug/ml,
como estandar. La placa se incubé por una hora a temperatura ambiente {T°A).
Enseguida, se colocaron 100 pl/pozo de una solucién 1:400 del MAb LT-39 (63)
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reactivo con la subunidad B de la toxina y la placa se incubé por una hora a T°A.
Finalmente, se colocaron 100 pul/pozo de una solucién 1:1000 de IgG de cabra
anti-ratén conjugada con peroxidasa, se incubé la placa por una hora a T°Ay se
revelé con una solucién de 10 mg de orto-fenilén-diamina (OPD) y 8 ul de H,O,,
en 10 ml de amortiguador de citratos 0.1M con pH 4.5.

Clonacién del gen toxT en el plasmido pMMB66EH

El gen toxT se amplificé a partir de DNA cromosomal de V. cholerae El Tor
E7946 (ver Fig. 4). El producto de PCR se restringié con las enzimas BamH/ (Gibco-
BRL) y Pst! (Gibco-BRL), lo mismo que el plésmido pMMB66EH (20), por una hora a
37°C. Después de este tiempo, se juntaron las restricciones tanto del vector como
del producto de PCRy se ligaron utilizando ligasa del fago T4 (Gibco-BRL). El producto
de ligacion se electroporé a células DH10B y se probaron las colonias con resistencia
a Amp. Al plasmido obtenido se le llamé pToxT ET, el cual, se introdujo posteriormente
a células electrocompetentes de V. cholerae V1739 preparadas en el laboratorio.
Debido a las dificultades para obtener células viables de VI739 después de la
electroporacién, se opté por transformar iniciaimente células electrocompetentes
de E. coli $17-1 {56) con dicho plasmido, seguido de conjugacion con células de V.
cholerae VJ739. Para la conjugacién, se hicieron cultivos de 10 ml de cada una de
las cepas: V1739 y S17-1/pToxT ET en medio LB y LB Amp respectivamente, en
crecimiento estatico durante toda la noche a 37°C. A 9 ml de medio LB nuevo, se
agregaron 900 ul del cultivo de VJ739 y 100 pl de cultivo de S17-1/pToxT ET y se
dejé nuevamente en crecimiento estatico durante toda la noche a 37°C. Una de las
cualidades distintivas de las cepas de V. cholerae El Tor es que son resistentes al
antibiético Polimixina B (Pol B) a una concentracién de hasta 100 U/ml, por lo que
para diferenciar entre las colonias de E.coli y V. cholerae que contienen al plasmido
pToxT ET, se seleccionaron las colonias con resistencia a ambos antibioticos, Amp y
Pol B.
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Cultivos con variaciones en las condiciones de crecimiento AKI

Se probo el efecto de algunas variaciones en las condiciones estandar de
crecimiento AKI sobre la produccién de CT. En un caso, se alargé la fase de
crecimiento estatico de 4 a 7 horas, seguida de 5 horas en fase de agitacién. Se
hizo un cultivo de la cepa E7946 en 10 ml de medio AKI contenidos en un vial de 6
cm de altura x 2 cm de diametro (volumen maximo: 15 ml), inoculando 2 ul de una
suspension de células en $S con una lectura de A, = 1.0, que se mantuvo 7 horas
en crecimiento estdtico (7hE) a 37°C. Después de este tiempo, el cultivo fue
transferido a un matraz Erlenmeyer de 125 ml y agitado orbitalmente a 190 rpm,
por 5 horas mas (5hA) a 37°C. Se hizo un cultivo en condiciones estandar de
crecimiento AKl, como control. Se tomaron alicuotas de 1ml de cultivo las cuales
se centrifugaron para separar sobrenadante y pastilla bacteriana, a las horas 9
(7hE + 2hA) y 12 (7hE + 5hA) y del cultivo control, a las horas 6 (4hE + 2hA), 9
(4hE + 5hA) y 12 (4hE + 8hA), a partir del inicio del cultivo.

También, se hicieron cultivos de 10 ml de la cepa E7946 en los que se incubo
en fase de crecimiento estatico por 4 horas a 37°C en medio AKI, y transcurrido
ese tiempo, los cultivos se centrifugaron. Las pastillas bacterianas obtenidas se
resuspendieron en igual volumen de medio AKI nuevo o medio LB y se agitaron
orbitalmente a 190 rpm y 37°C por 2 horas. Al finalizar los cultivos, se ensayé la
produccion de CT en los sobrenadantes de cultivo por medio de GM1-ELISA.

Cultivos con las cepas VJ739 (pMT5) y V1739 (pToxT ET)

Primeramente, se obtuvo la cepa V1739 (pMT5) electroporando el plasmido
pMT5 en células electrocompetentes de V. cholerae El Tor VJ739 preparadas en el
laboratorio (ver Tabla 2). Se hicieron cultivos de esta cepa en medio AKI con y sin
induccion por IPTG. Ante la observacién de producciéon de CT por esta cepa aun en
ausencia del inductor, se procedié a clonar el gen toxT de la cepa El Tor en el
mismio vecior para evaiuar si sucedia io mismo. Ei piasmido obtenido, pToxT ET, se
conjugé a la cepa V1739 obteniendo la cepa V1739 (pToxT ET) (ver Clonacién del
gen foxT- Materiales y Métodos).
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Ambas cepas derivadas de VJ739, que contienen los plasmidos que codifican
para toxT activo de V. cholerae clésico (pMT5) y El Tor (pToxT ET), se crecieron en
medio AKI, en presencia o ausencia del inductor, por 8 horas a 37°C, en condiciones
de cultivo no-AKl, y se evalué la produccién de CT en los sobrenadantes de cultivo
por GM1-ELISA.
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Crecimiento de V. cholerae El Tor bajo condiciones AKI y no-AKI

La Figura 5 presenta las curvas de crecimiento para la cepa E7946 en
condiciones esténdar de crecimiento AKl, crecimiento estatico prolongado y
crecimiento en agitacién continua. El cultivo crecido en condiciones AKI, al igual
que el cultivo crecido en agitacién continua, tuvo una buena velocidad de
crecimiento, dependiente del inicio de la fase de agitacion. El cultivo en crecimiento
estdtico prolongado alcanzé una lectura de A, =0.148 ala hora 4 y de A, ,=0.22
a la hora 5. De esa hora en adelante, los incrementos en le absorciéon a 600 nm
fueron leves, indicando que se habia alcanzado la fase estacionaria temprana. Se
escogio la hora 10 para concluir este experimento con base en esta observaciény
para evitar la incubacién excesiva de este cultivo. De acuerdo a experimentos previos,
este tiempo corresponde a la fase estacionaria temprana para los cultivos en las
otras dos condiciones de crecimiento. El periodo de incubacién de 10 horas resulté
también adecuvado fisiologicamente en términos de la produccién de CT, ya que las
concentraciones de toxina a este tiempo y después del crecimiento toda la noche
fueron muy similares.

Expresién de toxT y ctxAB en V. cholerae El Tor

La muestras de RNA preparadas a partir de alicuotas de cultivo tomadas
cada hora fueron sujetas a PE. usando oligos especificos para toxT y cixA. La Figura
6 muestra los productos de PE. dependientes de ToxR y los niveles de CT para las
horas 2 a la 8 y la hora 10. El producto de PE. de toxT fue abundante a las horas 4
y 5, pero dejo de ser detectable después de este tiempo. Se observé la induccion de
la transcripcion de ctxAB tan pronto como el cultivo entré en la fase de agitacion
(Fig 6). Asi mismo, el cambio a agitacién condujo a la producciéon de CT y a su
liberacién en el sobrenadante del cultivo (Fig 6). Las concentraciones de CT
aumentaron en paralelo con la intensidad del producto de PE. de cixAB. En contraste,
y de acuerdo con experimentos que definieron las condiciones AKI (26), el crecimiento
en agitacién continua dié como resultado niveles de CT practicamente no
detectabies, io cual se refiejé en niveles no defectabies de ios productos de PE.
tanto para toxT como para cixAB.
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—&— Condiciones AKI
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Figura 5. Curvas de crecimiento de V. cholerae E7946 bajo condiciones AKI y
no-AKl. Los cultivos se crecieron por 10 horas en medio AKl a 37°C, bajo las condiciones
de crecimiento: estdtico prolongado, agitacién continua, o por el método AKI
{Condiciones AKI).
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Figura 6. Expresion de toxT y cixAB y produccion de CT de V. cholerae
E7946 crecida en condiciones AKI. (A) Los productos de PE. se obtuvieron a
partir de muestras de RNA total extraidas de bacterias colectadas cada hora. Los
periodos de incubacion en fase estdtica o de agitacion se indican con las flechas
dobles en la parte superior del panel. La figura se construyé con las secciones
relevantes de las autorradiografias, para facilitar las comparaciones. A la izquierda
se indica el producto de PE. del que se trata. (B) Valores de CT determinados por
GMI1-ELISA. Las concentraciones mostradas se expresan como equivalentes de
estandar de CT por unidad de volumen de sobrenadante de cultivo. Los niveles
de CT en las pastilias bacterianas fueron menores a 3 ng/mi en todos ios casos.
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Los resultados para la transcripcion durante el crecimiento estatico prolongado
fueron similares a aquellos para las condiciones AKI, con el producto de PE. de toxT
apareciendo a la hora 4 y desapareciendo después de la hora 5, a excepcion de
que la banda de PE. para esta hora es de menor intensidad que la anterior (Fig 7).
El producto de PE. para ctxAB estuvo practicamente ausente en crecimiento estatico
prolongado, excepto por la aparicién de una banda muy débil a las 4 horas (Fig 7).
Esta banda fue visible también en el cultivo AKI (Fig 6), sugiriendo una actividad
basal baja de ToxT sobre la transcripcion de cixAB antes del inicio de la fase de
agitacion del cultivo.

Deteccion de la proteina ToxR

Para evaluar los niveles de ToxR durante el crecimiento AKI, se obtuvieron
muestras de proteinas totales a lo largo de la curva de crecimiento y fueron
analizadas por inmunodeteccién con antisuero anti-ToxR (Fig 8). Como se observa,
la presencia de ToxR en las células se detecté desde la hora 2 y hasta la hora 10.
Este experimento demuestra que ToxR esta presente durante las fases de crecimiento
estatico y en agitacion. Es de gran relevancia que ToxR esté presente durante la
fase de agitacién, ya que en el intervalo de las horas 6 a 10, no se detectd el
producto de PE. de toxT dependiente de ToxR (Fig 6). Esto sugiere que la transcripcion
transitoria de toxT no se debe a un efecto de las condiciones AKl sobre la expresion
del gen toxR, sino que mas bien depende, probablemente, del estado funcional de
ToxR o de la participacién de otros elementos reguladores positivos o negativos, en
momentos especificos del cultivo.

RT-PCR para toxT como indicador de la presencia de un RNAm largo

Los experimentos con cepas clasicas de V. cholerae sugieren que después de
la transcripcion transitoria de foxT dependiente de ToxR, los transcritos de toxT se
mantienen en la célula, como resultado de la transcripcion dependiente de ToxT de
un RNAm policistrénico largo que inicia en el promotor de fcpA (ver Fig 2} (70). Un
modelo similar podria apoyar la transcripcion sostenida de ctxAB que se observo
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ctxAB

Figura 7. Expresion de toxT y cixAB de V. cholerae E7946 en crecimiento estdtico
prolongado. Los productos de PE.se detectaron a partir de RNA obtenido de bacterias
de un cultivo en crecimiento estatico prolongado. Se usaron las secciones relevantes de
las autorradiografias para elaborar la figura y facilitar las comparaciones. Las muestras
de RNA obtenidas en los tiempos que se indican en la parte superior de cada panel,
fueron sujetos a PE. para toxT {panel superior) y ctxAB (panel inferior). Se puede observar
una banda muy débil para ¢ixAB a la hora 4.
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Figura 8. Inmunodeteccion de ToxR en V. cholerae E7946 crecido en condiciones
AKI. Se obtuvieron pastillas bacterianas a lo largo de la curva de crecimiento tipo AKly
los tiempos a los cuales se tomaron las alicuotas del cultivo se muestran en la parte
superior de la figura. Las diferencias en concentraciéon de proteina se compensaron
lisando los bacterias en volumenes variables de amortiguador de SDS para muestra.
ToxR fue detectado con un anticuerpo policlonal contra ToxR (). Mekalanos). Los
marcadores de peso molecular se indican a la izquierda, asi como la posicién de la
banda inmunorreactiva para ToxR.
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en la ausencia de la expresién de toxT dependiente de ToxR durante la agitacion.

Para determinar si esto puede suceder, se tomaron alicuotas de RNA de las
horas é a 10 de un cultivo tipo AKIl y se sometieron a RT-PCR. La Figura 9 muestra
los productos de RT-PCR obtenidos para foxT, cuyos tamarios son compatibles con
la unién de los oligos a ambos extremos del gen estructural toxT {ver Fig 4). Este
experimento demuestra la presencia de un RNAm para toxT en horas a las que no
se detecta un RNAm nuevo resultado de la activacion por ToxR. Las reacciones de
control en las que se omitié la adicién de RT no dieron productos de amplificacion,
confirmando la ausencia de DNA contaminante en las muestras (Fig 9). Se obtuvo
confirmacion adicional de deteccién de RNAm realizando reacciones de RT-PCR
simultaneas con oligos para amplificar el gen ctxA, en muestras de RNA de los
mismos tiempos de cultivo (datos no mostrados).

Para una mayor confirmacién de la presencia de un transcrito largo que es
producido desde el promotor de fcpA y que incluye al gen toxT, se realizé RT-PCR a
muestras de RNA obtenidas en las horas 4, 6, 8 y 10, de un cultivo crecido en
condiciones AKI. Los oligos utilizados para la reaccion de PCR dan un producto de
amplificacion de aproximadamente 1.3 kb, que representa al gen tcpF completo,
la region intergénica entre tcpF y toxT, y el codén de inicio de traduccion de toxT. Se
obtuvieron productos de RT-PCR para los fragmentos de fcpF a toxT en las muestras
delashoras 4, 6 y 8, pero no se observé la presencia de un producto de amplificacion
a la hora 10 {datos no mostrados). Esto no se debi6 a la ausencia de RNA templado,
ya que ésta fue confirmada por medio de visualizacion en un gel de agarosa al 1%
previo a la reaccién de RT-PCR.

Inmunodeteccion de TepA

El promotor de fcpA se requiere para la expresion optima de toxT y

cadiireian da nivalee altne da CT en V rcholaraa cléacica. Ecin ca deba o o
roduccion da niveles alfos de U en ¥V, choleras clasico. ES10 S€ debe o gu

transcripcion iniciada en este promotor da como resultado un mensaje policistrénico

que incluye al gen toxT en su extremo 3’ (3,70). Como una medida de la induccién
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kb C 6h 7h 8h 9h 10h

Figura 9. Deteccién por RT-PCR de un transcrito para foxT. Las muestras de
RNA se obtuvieron a partir de alicuotas tomadas a las horas 6 a 10 de un cultivo crecido
en condiciones AKI. Aqui se presenta un gel de agarosa al 1%, tefido con bromuro de
etidio. Carriles: 1 kb, marcador de peso molecular (Promega); C, control negativo de
RT-PCR para una muesira de RNA (hora 5) en ausencia de RT; 6h-10h, productos de RT-
PCR para muestras de RNA de las horas 6 a 10 del cultive fipo AKI (fase de agitacién).
Los productos de amplificacién son compatibles con la unién de los oligos a ambos
extremos del gen toxT (Fig 4). Es de notarse que, a excepcién del RNA control, todas las
muestras corresponden a horas en las cuales no se detecté transcripcion de toxT
dependiente de ToxR (ver Fig 6).
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de tcpA en los cultivos de El Tor crecidos en condiciones AKI, se sigui6 la expresion
de la proteina TepA por “dot blot” utilizando un Mab especifico (29). Esta seria una
medida indirecta de la transcripcion de toxT desde el promotor de tcpA, que
Unicamente sucede después de la activacién transitoria de toxT por ToxR (41). Se
obtuvieron alicuotas cada hora, desde Ia hora 3 hasta la 10, y se determinaron los
niveles de TcpA por inmunodeteccion. Los resuliados muestran que TepA esta
presente en todos los tiempos muestreados, aunque el inicio de la fase de agitacion
del cultivo estimulo fuertemente la produccion de TepA (Fig 10, 5h). Después de
este punto los niveles de TcpA permanecieron esencialmente constantes {Fig 10, 5-
10h). Debido a que la sintesis de TepA es fuertemente inducida por la presencia de
ToxT en la célula (4), la expresién continua de TcpA durante la agitacion apoya la
idea de la expresion sostenida de toxT a partir del promotor de fcpA, ya que se dejé
de detectar la transcripcién de toxT dependiente de ToxR a partir de la hora 6 del
cultivo (Fig 6).

El Western Blot de las muestras de proteina obtenidas a partir de alicuotas
de cultivo en crecimiento estatico prolongadc a las horas 3, 4, 7y 10, revels que el
promotor de tcpA tiene una actividad basal considerable a partir de la aparicion del
transcrito para toxT (Fig 11). Como se vi6 anteriormente, a la hora 4 aparece el
transcrito de foxT dependiente de ToxR, y es entonces que se empieza a detectar
una banda proteica inmunorreactiva que corresponde a TcpA. Las bandas
inmunorreactivas de las horas 7 y 10 son de intensidad muy similar a la banda de
la hore 4, lo que indica que el crecimiento estatico prolongado no proporciona el
estimulo que induce la produccién de TcpA, como sucede con las condiciones AKI.

Produccién de CT en cultivos con variaciones en
las condiciones de crecimiento AKI

La Tabla 3 muestra la produccién de CT en los sobrenadantes de los cultivos
en los que se alargé la fase de crecimiento estético a 7 horas, y en los que se agitd
sélo por dos horas después de 4 horas de crecimiento estatico, sustituyendo por
igual volumen de medio de cultive nuevo en la fase de agitacion.
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Figura 10. Inmunodeteccion de TepA por “dot-blot”. Se obtuvieron pastillas
bacterianas a lo largo de un cultivo en condiciones AKI y se lisaron por congelacién-
descongelacién repetitiva. Las muestras se ajustaron de acverdo a determinaciones de
proteina utilizando el reactivo Bio-Rad. La proteina TcpA se detecté con el anticuerpo
monoclonal contra TepA 20:2 (29). Los tiempos a los que se obtuvieron las alicuotas del
cultivo se indican en la parte superior de la figura. Los periodos de incubacién en fase
estatica o de agitacion estan indicados con flechas dobles.
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Figura 11. Western Blot para TepA de V. cholerae E7946 en crecimiento estdtico
prolongado. Las muestras de proteina se obtuvieron a partir de pastillas bacterianas
recolectadas a las horas 3, 4, 7 y 10, de un cultivo en crecimiento estdtico prolongado.
Las muestras se ajustaron de acuerdo a mediciones de proteina utilizando el reactivo
Bio-Rad. Lo inmunodeteccién se llevé a cabo con un anticuerpo monoclonal contra
TepA de V. cholerae El Tor, TcpET 2:13 (S. Attridge). Se utilizé un marcador comercial de
peso molecular {High Molecular Range Rainbow Marker, Amersham) para confirmar la
posicién esperada para la banda inmunorreactiva de TepA (20.5 kDa).
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Tabla 3. Determinacion de CT en sobrenadantes de cultivo de la
cepa E7946 en crecimiento con variaciones en las condiciones AKI.

Exp.® . Tiempo de crecimiento Tiempo de crecimiento [CT]

: ' en fase estética en fase de agitacién ug/ml/A
1) 4h en medio AKI 2h en el mismo medio AKI 1.039
2) 4h en medio AKI 5h en el mismo medio AKI 1.464
3) 4h en medio AKI 8h en el mismo medio AKI 1.976
4) 7h en medio AKI 2h en el mismo medio AKI N/D®
5) 7h en medio AKI 5h en el mismo medio AKI 1.836
6) 12h en medio AKI Ninguno N/D
7) 4h en medio AKI 2h en medio AKI nuevo 2.765
8) 4h en medio AKI 2h en medio LB nuevo 0.464
(s 1] Al mim smmndia 1D T nin cmnedia 1B mvcmra 0 044
I’ il G 111G IV LW L kN SelR 201 AW R NI N TS .

a: Numero de experimento
b: Niveles no detectables de CT por GM1-ELISA

Se puede observar en la tabla que después de la fase de crecimiento estatico
estandar (4 horas), bastan 2 horas de agitacién para poder detectar la produccion
y liberacion de CT al sobrenadante de cultivo (experimentos 1, 7 y 8). También
puede observarse que la produccion de toxina es mucho mds alta en medio AKI, ya
que cuando se utiliza medio LB, la produccién final de CT es aproximadamente 63
veces menor (comparar experimentos 7 y 9). Curiosamente, en el caso en que se
alarga la fase estdtica a 7 horas, no se observan niveles detectables de CT al paso
de dos horas de agitacién, pero si después de agitacién por 5 horas, alcanzando
un valor de 1.836 pg/ml.

El hecho de que la produccién de CT se recupera al término de 5 horas de
agitacion sugiere la necesidad de sintesis de novo de ToxT seguida de activacion.
Una baja concentracién de ToxT {(aunque en estado inactive para la activacién de
ctxAB) al término de las 7h de crecimiento estdtico, explicaria la falta de produccién
de CT después de 2h de agitaciéon, en contraste con lo observado para el cultivo
control (experimento 1).
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En base a experimentos realizados previamente en el laboratorio, se habia
considerado la posibilidad de la existencia de un inductor extracelular que estimulase
la sintesis de CT durante la fase de agitacién. Se investigé el efecto de la sustitucién
del medio de cultivo por medio fresco al término de la fase estatica para determinar
si la activacién de ToxT dependia de algun factor extracelular (Tabla 3). Los resultados
de estos experimentos en los que al término de la fase estatica las bacterias fueron
resuspendidas en medio nuevo, demuestran a0n una mayor produccién de CT en
el medio nuevo que en el cultivo control (comparar experimentos 1y 7).

La agitacién influye en la produccion de CT

En la figura 12 se muestran los resultados para los niveles de CT encontrados
en los sobrenadantes de los cultivos crecidos en diferentes condiciones, para la
cepa VI739 (pMT5). La cepa VI739 (pToxT ET) se comporté de manera muy similar
a la cepa VI739 (pMT5), por lo que se omiten los resultados con respecto a la
primera. Como se habia observado antes, la cepa en cuestion produce CT aon en
ausencia del inductor, IPTG, y de hecho, pareciera que éste inhibe un poco la sintesis
de CT en las condiciones de crecimiento estdtico prolongado (Est. Prol.) y agitacién
desde el inicio del cultivo (Agit. Cont.) (Fig 12). En el caso de crecimiento bajo
condiciones AKI se observa un nivel mayor de CT en presencia del inductor.
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Figura 12. Produccion de CT por la cepa VI739(pMT5). La cepa de V. cholerae
VI739{pMT5) se creci6 en diferentes condiciones de cultivo {condiciones AKI y no-AKi),
en presencia y ausencia del inductor (IPTG). Las condiciones no-AK| se refieren a los
cultivos en crecimiento estdtico prolongado (EST. PROL.) o en agitacion continua {AGIT,
CONT.). La cepa E7946 se crecié en condiciones AKI (COND. AKI) como control de la
produccién silvestre de CT en las cepas El Tor. Esta cepa no produce niveles detectables
de CT bajo los condiciones de cultivo no-AK. Los niveles de CT se detectaron por
medio de GM1-ELISA en alicuotas de sobrenadante de cultivo colectadas a la hora 8.
Los valores para la concentracion de CT se reportan como equivalentes de estandar de
CT por unidad de volumen de sobrenadante, ajustados de acuerdo a la lectura de
absorcién a 600nm de cado uno de los cultivos ([CTlug/ml/A ). Los resultados indican
que estando presente ToxT, la agitacién es necesaria pora la produccion de CT,
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La produccién de CT por V. cholerae El Tor en crecimiento bajo condiciones
AKl ha sido tema de experimentos recientes enfocados a explicar la funcién del
regulador positivo ToxT en la expresién de ctxAB (15). En este trabajo se dé evidencia
de una regulacién muy precisa de la produccién de ToxT debido a la activacién por
ToxR. En este trabajo se reporta activacién transitoria de la transcipcién del gen
toxT por ToxR. Esta activacién transitoria no se detecté en estudios anteriores debido
a que los otros investigadores no monitorearon la transcripcién de toxT a lo largo
del cultivo como nosotros, sino que tomaron sélo muestras al final del periodo de
incubacién (15). La transcripcién transitoria aparentemente sucede en respuesta a
la combinacién del crecimiento en fase estatica y la densidad celular del cultivo, ya
que la induccion ocurrié durante el periodo estdtico y en la fase estacionaria
temprana. Estos resultados correlacionan con los estudios fisiolégicos iniciales
realizados por Iwanaga y colaboradores, quienes mostraron que un cultivo estdtico
de 4 horas seguido por aereacién vigorosa es 6ptimo para estimular la produccion
de CT en V. cholerae El Tor (26,27).

En este trabajo se encontré que la transcripcion de toxT dependiente de ToxR
se inici6 precisamente a la hora 4, aunque la expresién fue temporal, continuando
solo por una hora durante la agitacién. Este resultado indicé que ToxR es incapaz
de sostener su efecto positivo sobre la transcripcién de toxT. Aparte de esto, la
transferencia de los cultivos a la agitacién estimulé la transcripciéon de cixAB junto
con la aparicién de CT en el sobrenadante de cultivo. Interesantemente, cuando
los cultivos se mantuvieron en crecimiento estatico, el producto de PE. para toxT
también desaparecié después de la hora 5 (Fig 7). Este hallazgo indicé que ToxR es
incapaz de mantener su regulacion positiva sobre toxT también cuando la fase
estatica de crecimiento se prolonga. Por lo tanto, la regulacién positiva de toxT por
ToxR parece ocurrir sélo durante una ventana fisiolégica corta en el tiempo que es
sensible ya sea a la aereacién vigorosa o al crecimiento estético prolongado.

Aqui se propone que la estimulacién transitoria por ToxR involucra un cambio
en su habilidad para activar el promotor de toxT, y no una modulacién de la expresion
del gen foxR, ya que los experimentos de inmunodeteccién mostraron que la proteina
ToxR esta presente a lo largo del cultivo en condiciones AKI (Fig 8). El hecho de que
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ToxR se encontré después de la hora 6 es especialmente importante, ya que a
partir de este tiempo no se detecté la transcripcion de toxT activada por ToxR en los
experimentos de PE. (Fig 6). Estos resultados correlacionan con el reporte previo de
la expresion de ToxR en vibrios El Tor independientemente de las condiciones de
cultivo (15).

Un modelo sencillo para explicar el control transcripcional de toxT desde su
promotor cercano seria el de un cambio (“switch”) de encendido/apagado (“on/
off”) para la actividad de ToxR (ToxR/S) (Fig 13). En este modelo de “switch”
proponemos que a las horas 4 y 5 ToxR esta en su condicién de encendido (activo)
y que la agitacién, o el crecimiento estatico prolongado mds alla de este punto,
induce el estado apagado (inactivo) (Fig 13). Puede proponerse que los cambios
entre los estados activo e inactivo involucran cambios entre las especies moleculares
monomeérica y diméricas ToxR-ToxR y/o ToxR-Tox$ (13,50). De cualquier manera, la
induccion o desactivacion de ToxR puede requerir la participacién de otros
reguladores, ya que los simples cambios entre los estados monomeérico y dimérico
no parecen ser esenciales para la respuesta de ToxR a cambios en el medio ambiente
en las cepas de biotipo clésico (50). En lugar de, o ain por encima de la dimerizacién,
es probable que el encendido/apagado de ToxR tenga que ver con la accién de
otros reguladores. TcpP y TepH parecen los candidatos ideales para explicar la
respuesta de ToxR en el fenémeno AKI.

Tanto TepP como TcpH regulan la actividad de ToxR, como lo demuestra el
hecho de que existen mutaciones en tcpH que resultan en transcripcion no-detectable
o muy reducida de toxT dependiente de ToxR y por consiguiente de la sintesis de CT
en la cepa de V. cholerae clasico O395 (5,70). Por otra parte, se ha demostrado que
TepP estimula la transcripcion de toxT (22). Mas aun, se ha observado un efecto
sinergistico positivo en la transcripcion de toxT cuando ambos reguladores, TepP y
TcpH, estan presentes en la célula (22,44). Evidencia para un efecto directo de TepP
(o TcpP/H) sobre la transcripcion de toxT proviene del andlisis de las mutantes tcpP
de la cepa clasica 0395 que mostré que la franscripcién de toxT dependiente de

ToxR normalmente requiere la acciéon conjunta de ambos TcpP y ToxR (36,70). En
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Figura 13. Modelo hipotético para la funcién de ToxR y ToxT en la
respuesta de V. cholerae El Tor a las condiciones AKI. Las cajas representan
genes y las flechas sobre ellas indican promotores asi como la direccién
de la transcripcion. La flecha discontinua representa los genes locolizados
entre tcpA y toxT en el operén TCP (3). Las lineas onduladas simbolizan
RNAs mensaijeros. Las demas flechas indican estados de transicién entre
los estados de ToxR y ToxT o la traduccién de algon RNAm. Se incluye
una representacion diagramadtica de la CT. El estado activo postulado de
ToxR (ToxR/S), inducido por el crecimiento estdtico, se indica como un
par de évalos; el estado inactivo postulado, inducido por el cambio a
agitacién o por crecimiento estatico prolongado, esta representado por
el par de recténgulos. Se indica la participacién de TcpP/H promoviendo
el estado activo de ToxR sobre el promotor de toxT (5,22,35,44,70). Se
incluye la participacion de AphA y AphB, representados como los circulos
Ay B, en la activacién del promotor de tcpPH. Se ha propuesto que estas
proteinas activan la expresién de tcpPH en respuesta a los estimulos
ambientales adecuados para la expresion del regulon ToxR. También se
propone un cambio entre los estados de baja y alta actividad para la
proteina ToxT, el cual es inducido por la agitacién. Et estado de baja
actividad propuesto esté representado por una estrella y la forma de
alta actividad se muestra representada como un circulo relleno sobre los
promotores de tcpA y cixAB, para indicar su funcién como inductor
transcripcional de ambos operones {4,15). La contribucién potencial de
ToxR/S u otro factor en la expresién de ctxAB se indica con una flecha
discontinua sobre su promotor.
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vista de esto, es posible que el “switch on/off” propuesto en este trabajo involucre
a TepP, probablemente a través de interacciones proteina-proteina y por formacion
de un complejo TcpP/H -ToxR/S.

Si el estado activo de ToxR/S depende de la participacion de TcpP/H entonces
la activacion transitoria de toxT podria depender de un nivel de regulacién anterior,
ya que la expresion de tcpPH se encuentra regulada por otra pareja de proteinas,
AphA y AphB (34,61). En este momento, no es posible concluir si AphA y AphB
tienen una funcién en la respuesta a las condiciones AKI. La regulacién de la
expresién de tcpPH podria, de hecho, depender de la secuencia nucleotidica del
promotor de tcpPH, y ello ser la razén de las diferencias en el control de la expresion
del regulén ToxR en ambos biotipos (35). Se encontraron diferencias en la secuencia
nucleotidica en 4 posiciones de la regién promotora, y se identificé el cambio de
una sola base: A, en la posicion —65 del promotor tcpPH clasico por una G, en el
promotor tcpPH El Tor, como crucial para la activacién por AphB (35). AphB se pega
muy eficientemente al promotor de tcpPH clasico bajo diferentes condiciones de
cultivo (LB, pH 6.5 y 30°C; condiciones AKI) y esto parece deberse a la presencia de
la A en la posicion —65 (35). En V. cholerae El Tor crecido bajo condiciones AKI AphB
debe sensar alguna seial que no se conoce claramente (podria ser el pH), y que
favorece que éste se pegue al promotor de tcpPH, aun cuando se encuentra una G
en la posicién -66.

Independientemente de si la activacién transitoria de toxT depende finalmente
de AphA/B, es necesario explicar por qué a pesar de esto, existe produccién continua
de CT. De acuerdo a trabajos previos , la transcripcion sostenida de cixAB observada
(Fig. 3), a pesar de la reduccién o ausencia de la transcripcion de foxT dependiente
de ToxR, podria explicarse por una accidn directa de ToxR sobre el promotor de
cixAB (11,43). No obstante, existe evidencia de que bajo las condiciones usadas
ToxR no activa directamente la transcripcion de ctxAB en V. cholerae, sino que se
requiere de ToxT para ello (5,15). En este trabajo se apoya que no existe actividad
independiente de ToxR sobre ctxAB ya que la cepa V1739 (6), mutante de la cepa El
Tor E7946 con fenotipo ToxT-, fue incapaz de producir CT en un cultivo crecido en
condiciones AKI. Esto implica la necesidad de la presencia de ToxT en la céluia
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para inducir la transcripcién de chxAB aun después de la transcripcion transitoria.

Las concentraciones sostenidas de ToxT pueden deberse a transcripcion de
bajo nivel del promotor dependiente de ToxR que no fueron detectadas por nuestros
procedimientos. Sin embargo, esta posibilidad no es consistente con la fuerte
transcripcion de cixAB observada (Fig 6), la cual sugiere que se requiere de sintesis
de proteina de novo para mantener los niveles de ToxT en la célula. A0n cuando se
podria proponer que no haria falta la sintesis de novo de ToxT para explicar la
transcripcién sostenida de ctxAB, hay argumentos fuertes en contra de esa propuesta.
Primero, ToxT se diluiria debido al incremento en masa durante el crecimiento, lo
cual implicaria una relacion inversa entre lo actividad de ToxT y la concentraciéon de
proteina en la célula. Segundo, se ha visto que ToxT es altamente labil en esquemas
de purificacién aplicados a cepas cldsicas de V. cholerae (15), lo cual sugiere que la
proteina es inherentemente inestable y, por tanto, que la concentracién de ToxT
disminuiria rapidamente en la célula. Una alternativa para explicar la producciéon
de ToxT independiente de la transcripcién transitoria dependiente de ToxR seria
que existiese un mensaje alterno para toxT que proviene de la transcripcién a
partir de un promotor distinto.

Un promotor localizado 12.6 kb rio-arriba del gen toxT y previo al gen tcpA
y los primeros 12 genes contiguos en el operon TCF, ha sido propuesto como
candidato para generar un RNAm largo que incluye a foxT en la cepa clasica O395
(4). Aunque no se ha demostrado formalmente la existencia de un transcrito de 12-
13 kb de largo, a través de experimentos de proteccion con RNasa se ha demostrado
la existencia de un transcrito, dependiente del promotor de tcpA, que contiene
tanto los transcritos de tcpF como el de toxT (4). Aunado a esto, ya que ToxT activa
a tcpA, se ha propuesto que esto representa un mecanismo de autorregulacion
para ToxT (4,70). Lo anterior va de acuerdo con la observacién reciente de que el
promotor de fcpA en 0395 se requiere para la maxima transcripcion de toxT y
produccién de CT (70). El hecho de que las condiciones de crecimiento AKI también
estimulan la sintesis de TCP en los vibrios El Tor, apoya la anterior propuesta (15,30).

En este trabajo se muestra evidencia que apoya el modelo de
autorregulacién de la transcripcion de toxT desde el promotor de fcpA. Se detecté
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un transcrito del gen estructural toxT por RT-PCR en los tiempos de cultivo en los
que ya no era detectable el producto de PE. para el transcrito de toxT dependiente
de ToxR (Fig 9, horas 6 a 10). Es muy probable que este mensaje se origina en
tcpA, pero los intentos para demostrarlo mediante RT-PCR, usando enzimas
comerciales disefiadas especialmente para obtener productos mayores a 12 kb
(Expand RT-PCR Kit, Boehringer-Manheim), no dieron resultado. Creemos que esta
falla se debe a procesamiento del RNAm en sitios internos dentro del operon TCP
y/o a que se trata de un transcrito de vida corta (4).

En vista de esta dificultad, y considerando que la expresion de tcpA en 0395
correlaciona con la transcripcion del operén completo, incluyendo a tepJ, gen
posterior inmediato a toxT (4), se analizé la presencia de la proteina TepA por
experimentos de “dot-blot”. Se encontré que la induccién de la produccién de TcpA
(Fig 10) coincide con la induccion de la transcripcidn de ¢ixAB a través de la fase de
cultivo en agitacién. Este hallazgo apoya la existencia de un mensaje policistrénico
que contiene a toxT y concuerda completamente con experimentos de PE. realizados
por nuestros colaboradores que muestran que fcpA se transcribe muy poco antes
de la hora 4, que la transcripcion aumenta a la hora 4 y que, después de este
punto, el nivel de ésta se mantiene durante el resto del cultivo (42).

Para apoyar ain mads esta propuesta, se intenté detectar por RT-PCR la
presencia de un RNAm que incluyese a tcpF, gen que antecede o toxT, la regién
intergénica entre ambos y el inicio del gen toxT. Se obtuvo un producto de
amplificacion >1 kb a las horas 4, 6 y 8, en muestras de un cultivo crecido bajo
condiciones AKI, siendo de aproximadamente 1.3 kb el producto de PCR esperado.
Estos resultados apoyan la presencia de un RNAm policistrénico que incluye a toxT
y que probablemente se origina en tcpA.

Para determinar si la regulacién de la expresion del TCP esta sujeta a las
mismas condiciones de cultivo que regulan la expresién de la CT, se determiné la
nroduccién de TepA bajo condiciones de crecimienta estéatico prolongado. En estos
condiciones no hay induccién de la transcripcion de cixAB y consideramos importante
determinar si el TCP era regulado de la misma forma. Habiendo obtenido un MAb
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especifico para TCP de El Tor (MAb TcpET 2:13, regalo del Dr. S. Attridge), se realizé
Western Blot para las muestras de proteina obtenidas a varios tiempos de un
crecimiento estatico prolongado. Se observé la aparicion de una banda
inmunorreactiva a la hora 4 y que se mantiene a un nivel esencialmente constante
a las horas 7 y 10 del cultivo, Como se vio anteriormente, empieza a haber
transcripcion de toxT a partir de la hora 4 {dentro de la fase estatica) y es entonces
cuando aparece una banda para TcpA. A diferencia del experimento de dot-blot,
donde la intensidad de la banda de TcpA es menor a lo hora 4 que ala hora 5y
subsecuentes (5h, Fig 10), aqui se observan bandas de intensidad muy similar (Fig
11). Esto sugiere que la agitacién induce una mayor expresion de TcpA y quiza del
operén TCP incluyendo a toxT. Asi, durante el cultivo estatico prolongado parece
haber una induccién basal del promotor de tcpA y esta expresion se sostiene a lo
largo de! cultivo.

2Cémo es que la agitacién de los cultivos induce la transcripcion de cixAB2
Esta es una pregunta dificil de contestar experimentalmente, pero aqui se especula
que exista, igual que para ToxR/S, un “switch on/off” para la actividad de ToxT. Es
necesario proponer un sistema de encendido/apagado para ToxT porque aun cuando
existe expresion de foxT en crecimiento estatico prolongado, no hay produccién de
CT en el cultivo si no existe la fase de agitacion. No obstante, ya que sin agitacién
hay expresién de fcpA, ToxT parece capaz de activar a tcpA pero no a ctxAB. Asi, el
“switch” de encendido/apagado podria generar una forma “encendida” de alta
actividad {que activa a tcpA y a cixAB) y una forma “apagada” de baja actividad
(que activa sélo a tepA).

Para determinar si la activacion de ToxT en un cultivo AKI era afectada por la
duracién de la fase estdtica se realizaron experimentos en los que ésta se prolongé
a 7 horas, antes de someter el cultivo a la agitacion. Una fase estatica de 7h
permitié aun la activacién de ToxT y la sintesis de CT. Curiosamente, después de la
fase estatica de 7h la agitacion no condujo de inmediato a la sintesis de CT, ya que
si se analiza una alicuota a las 2h de iniciada la agitacién no se detecta la toxina.
La produccion de CT fiene iugar mds tarde, pues si se coniinGo ia agitacion se
encuentra un nive! alto de CT a las 5h (Tabla 3). El significado de estos resultados
es dificil de interpretar pero podria ocurrir que el nivel de ToxT ha disminuido hasta
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un punto critico, en el cual no es posible detectar su efecto sobre la expresiéon de
ctxAB. A medida que el cultivo progresa es probable que los niveles de ToxT suban
de nuevo hasta que su efecto sobre ctxAB es evidente.

Para determinar si la activacién de ToxT dependia de algun factor extracelular,
se realizé sustitucién del medio de cultivo por medio fresco y no se encontro evidencia
de un factor en el medio condicionado que fuera esencial para la induccién de
ctxAB (Tabla 3).

Considerando la propuesta de que la fase de agitacién modifica a ToxT de
tal manera que se encuentra en la condicién “on”, se decidié determinar si la
actividad de ToxT en ausencia del control por ToxR, era afectada de la misma forma.
Para ello, se hicieron experimentos con las cepas V1739 (pMT5) y V1739 (pToxT ET).
Estas cepas tienen plasmidos que codifican para ToxT clasico (pMTS) (15) y ToxT El
Tor (pToxT ET) (este trabajo) clonados en el vector pMMB66, bajo el control de un
promotor inducible por IPTG. El plasmido pToxT ET se construyé a raiz de la
observacién de que la cepa transformada con el plasmido pMT5 produce la proteina
al0n en ausencia del inductor (expresidn de escape). Cabe mencionar que no existen
diferencias importantes entre las secuencias de las proteinas ToxT de ambos biotipos,
por lo que en ambos casos, se obtuvieron practicamente los mismos resultados.

Se hicieron cultivos en condiciones de crecimiento estatico prolongado y se
observo que a pesar de expresar ToxT, las cepas producian niveles muy reducidos y
casi no detectables de CT (Fig 12). Esto sugiere que ToxT se sintetiza en un estado
gue es incapaz de activar la transcripcién de ctxAB eficientemente, es decir, un ToxT
en la condicién “off”. La agitaciéon activaria a ToxT (condicién “on”) y con ello se
iniciaria la transcripcion de cixAB. Una activacion por la agitacién seria congruente
con el hecho de que los cultivos en agitacion desde el inicio producen muy buenos
niveles de CT (Fig 12). Esto podria explicarse si el ToxT producido a partir del plasmido
fuese continuamente activado por la agitacién aion desde el inicio del cultivo.

Esta hipétesis se resume en el modelo presentado en la Figura 13. El modelo
incluye los mecanismos discutidos anteriormente de “on/off” para ToxR y ToxT y
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propone que la respuesta de V. cholerae El Tor a las condiciones AKl se deben a la
funcién de ToxR y ToxT. Se incorporé al modelo la participaciéon de los reguladores
positivos TepP y TepH (5,22), indicando que ellos influyen en activar la funcién de
ToxR (ToxR/S) sobre el promotor de toxT (Fig 13).

Falta por definir si la proteina CRP en complejo con AMPc y Tepl, ambos
reguladores negativos del operén TCP en cepas clasicas (59,60), contribuyen al nivel
estacionario final de ToxT en los vibrios El Tor.

En términos de la relevancia biomédica de los resultados presentados aqui,
es claro que la respuesta de V. cholerae El Tor a los estimulos externos parece
exquisitamente sensible y mas apropiadamente disefiada para sintetizar CT sélo
cuando se presentan ciertas condiciones de cultivo. Tales condiciones parecen incluir
el estado de la poblacion bacteriana en el intestino (28), en analogia al “quorum
sensing” en bacterias filogenéticamente relacionadas (2). Si la expresion de los
genes de virulencia refleja los eventos durante la infeccion, se puede suponer que
los vibrios El Tor no producen CT continuamente sino en etapas. Cada etapa ocurriria
en el punto en el cual la multiplicacién bacteriana y el consumo de nutrimentos
dentro del intestino han llevado a las condiciones equivalentes a aquellas al
crecimiento en condiciones AKI.

Lee y colaboradores han propuesto un modelo de regulacién de la expresién
de la CT y el TCP durante la infeccién, en el cual la activacién de los factores de
virulencia se presenta en forma secuencial (38). Primero, los vibrios son expuestos a
alguna sefal en los l0menes del estémago y del intestino delgado superior que
activa a ToxR y TepP (0-1 h}, los cuales funcionan en conjunto para inducir la
transcripcién de tcpA {por medio de ToxT). El incremento en las concentraciones de
TcpA, asi como de otras proteinas codificadas por el operéon TCP inicia la produccién
del TCP en la superficie bacteriana {2-3 hs). El TCP producido es necesario para la
exposicién subsecuente de los vibrios a una nueva sefal cerca de las
microvellosidades del intestino, lo que hace que se incremente la proporcién de
ToxR activo {y probabiemente TcpP). Ei aumenio de ToxR activo y los niveles
aumentados de ToxT, tienen como consecuencia un incremento en la produccién
del TCP. Subsecuentemente, ToxR y ToxT actian en conjunto para inducir la
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transcripcion de ctxAB, resultando en la produccién de la CT (> 4hs). En este modelo,
los factores de virulencia se expresan secuencialmente durante la infeccién, y la
expresion de ctxAB es dependiente de la expresién previa de icpA, por lo que la
produccién de la CT ocurre después y es dependiente de la colonizacién (38).

La produccién de la CT, con su actividad de secrecién de liquido, arrastraria
a las bacterias fuera del intestino y los vibrios remanentes reinciarian el ciclo de
crecimiento. Las bacterias recién multiplicadas serian arrastradas de nuevo cuando
estén presentes las mismas condiciones. No esté claro como esto podria ser ventajoso
para los vibrios, pero si la sintesis inicial de la CT ocurre a densidades bacterianas
relativamente bajas, como se ha visto in vitro, las cantidades de CT en el interior
del intestino también serian relativamente bajas en el tiempo en que las bacterias
son expelidas. Esto puede resultar en unao infeccién menos agresiva, que entonces
podria ayudar a explicar por qué los vibrios El Tor ocasionan una enfermedad menos
severa, con una proporcién mayor de casos asintomaticos que en los casos
ocasionados por las cepas clasicas (14). Otra posibilidad seria que la enfermedad
sea menos severa porque las bacterias no encuentran en el intestino las condiciones
optimas para sintetizar la toxina, como lo son las condiciones AKI, in vitro, para la
maxima produccion de CT por los vibrios El Tor.

Una ventaja ecolégica teérica derivada de una enfermedad menos severa
es que si los individuos infectados por El Tor son debilitados en menor proporcién,
pueden diseminar mas fécilmente a los vibrios en el medio ambiente (19). Una
diseminacion mds eficiente podria explicar por qué el biotipo El Tor se ha dispersado
rapidamente a través del mundo en las Ultimas décadas. Con respecto a esto Gltimo,
es de notar que la cepa patogénica mas reciente de V. cholerae, la cepa 0139,
comparte muchas caracteristicas con V. cholerae El Tor, incluyendo la necesidad de
crecimiento en condiciones AKI para producir CT (67).
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1) Vibrio cholerae El Tor requiere de las condiciones AKI para producir
CT.

i) La transcripcion de foxT dependiente de ToxR se inicia a la hora 4 de
crecimiento estdtico Unicamente, es decir, esto no sucede en los
cultivos que han sido agitados desde el inicio.

1)  La transcripcién de toxT desde su promotor cercano se detiene
después de la hora 5 de cultivo, independientemente de si el cultivo
es transferido a la fase de agitacién (condiciones AKI) o es mantenido
en crecimiento estatico.

IV} Lo expresion del operon ctxAB es inducida unicamente bajo
condiciones AKl y esto sucede a partir de la hora 5 del cultivo (fase
de agitacion).

V) La proteina ToxR se encuentra presente durante el cultivo en
condiciones AKI, pero solamente activa la expresion de toxT en las
horas 4 y 5 del cultivo, por lo que, aparentemente, sucede un cambio
en su actividad sobre este promotor.

VI) Lo expresién de tcpA se induce paralelamente a la expresion de
ctxAB en un cultivo crecido en condiciones AKI.

VIHI) En crecimiento estatico prolongado se encuentra la presencia de
TepA a partir de la hora 4 (cuando aparece el transcrito para toxT) y
se mantiene a niveles esencialmente constantes durante todo el

cultivo.
VIlI) Al parecer, la fase de agitacién de un cultivo crecido bajo condiciones

AKIl, influye positivamente en la actividad de ToxT sobre los
promotores de cixAB y fcpA.
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1) ToxR posee un residuo D en el dominio homélogo al dominio
donde es fosforilado el residuo D de la proteina HilA (regulador
de respuesta), por lo que seria interesante investigar si la posible
fosforilacion de ToxR afecta su actividad sobre el promotor de
toxT. En caso de ser asi, identificar a} factor que le transfiere o
ToxR el grupo fosfato.

) Determinar si ia activacién de tcpA en la fase estdtica de un cultivo
tipo AKI, y en crecimiento estatico prolongado, se debe a una
baja concentracién de ToxT o si sucede, como se propone aqui,
que ToxT permanece en un estado de baja actividad en ausencia
de la fase de agitacién.

i1}  Determinar si ToxT efectivamente interacciona con ToxR u otro
factor, aun no identificado (otra molécula de ToxT, otra proteina
reguladora diferente a ToxR, alguna molécula pequena}, en la
fase de agitacion de los cultivos tipo AKI para activar al promotor
de cixAB.

IV) Con respecto a los resultados mostrados en la Tabla 3, seria
interesante identificar el motivo por el cual, la sustitucién del
medio de cultivo después de las 4h de la fase estatica por medio
de cultivo nuevo, da como resultado una mejor produccion de
CT por la cepa E7946.

V)  También serd de utilidad determinar si la recuperacion de la
sintesis de CT a las 5h de agitaciéon posteriores a 7h de fase
estatica, responde a la sintesis de novo de ToxT, o mas bien
responde al nomero de cuentas viables de bacterias al término
de 7h en crecimiento estético en comparacion con 4h, que es el

de cultivo tipo AKI.
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Vibrio cholerae El Tor require special in vitro culture conditions, consisting of an initial static growth period
followed by shift to shaking (AKI conditions), for expression of cholera toxin (CT) and toxin coregulated pili
(TCP). ToxT, a regulator whose initial transcription depends on the ToxR regulator, positively modulates
expression of CT and TCP. To help understand control of CT and TCP in El Tor vibrios, we monitored cte4B
and ToxR-dependent foxT transcription by time course primer extension assays. AKI conditions stimulated CT
synthesis with an absence of cix4B transcription during static growth fellowed by induction upon shaking.
ToxR-dependent roxT transcription was induced at the end of the static growth period but was transient,
stopping shortly after shaking was initiated but, interestingly, also if the static phase was prolonged. Immu-
noblot assays showed that ToxR protein levels were not coincidentally transient, implying a protein on/off
switch mechanism for ToxR. Despite the transient activation by ToxR, transcription of cixAB was maintained
during shaking. This finding suggested continued toxT expression, possibly through relay transcription from
another promoter. The 12.6-kb distant upstream fcpA promoter responsible for expression of the TCP operon
has been proposed to provide an alternate toxT message by readthrough transcription. Activation of the fcpA
promoter is supported by increased expression of TcpA protein during the shaking phase of the culture.
Readthrough transcription of toxT from tcpA would be compatible with reverse transcription-PCR evidence for

a toxT mRNA at times when ToxR-dependent transcription was no longer detectable by primer extension.

Cholera is caused by the human pathogen Vibrio cholerae
01, a gram-negative bacterium that colonizes the small intes-
tine of its host. It is known that environmental stimuli affect the
control of virulence gene expression in V. cholerae. It has been
theorized that the function of this regulation may be to opti-
mize encrgy expenditure for vibrios to achieve a successful
infection. One of the most important V. cholerae virilence
factors is cholera toxin (CT). CT is the main factor responsible
for the abundant fluid loss that characterizes the disease. CT is
a prototype ADP-ribosylating enterotoxin encoded by the
ctx4B operon, which resides in the genome of a filamentous,
lysogenic phage called CTXd (35). In addition to CT, there are
other virulence factors associated with the pathogenicity of V.
cholerae, whose expression is coordinately regulated by an ac-
tivator called ToxR (7, 9, 32). Because of this coordinated
regulation, genes controlled by ToxR are collectively termed
the ToxR regulon (26). It has been proposed that ToxR, which
is 2 membrane-located transcriptional activator, mediates reg-
ulation of virulence gene expression in response 1o external
changes in osmolarity, nutrients, and pH (8). Proof of the
important role of ToxR is that strains with null mutations in
toxR are deficient in virulence factor production and are avir-
ulent (25). Reduction in virulence factor expression has now
been shown to he due largely to the inability to produce a
second regulator, ToxT, which is considered the direct effector
of most of the ToxR-regulated transcription. This has led to
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the proposal of a cascade model to explain virulence gene
regulation in V. cholerae (9). ToxT is an AraC-like protein that
activates several virulence genes in the ToxR regulon (9, 29).
The carboxyl-terminal domain of ToxT has a helix-turn-helix
motif, characteristic of this family of activators, but its amino
terminus does not show significant similarity to other AraC-
like proteins (14). Although early work (7, 22) suggested that
both ToxR and ToxT independently activate transcription of
cixAB, more recent work indicates ctxdB is activated solely by
ToxT in V. cholerae, raising a question of the precise role of
ToxR in ctedB control (5, 10). ToxT also controls the expres-
sion of the toxin coregulated pifus (TCP) and of the accessory
colonization factor (acf) genes (9).

The toxT gene possesses one proximal ToxR-dependent pro-
moler. Sequences within this promoter contain a specific bind-
ing site for the ToxR protein, as shown by in vitro gel shift and
footprinting experiments (5a, 16). Apart from the proximal
toxT promoter, a second message for ToxT can be generated
from the distal fcpA promoter that controls expression of the
TCP gene cluster, which includes the toxT gene itself (2, 36).
The finding of decreased toxT mRNA levels in a 1cpA promoter
mutant (36) supports toxT transcription from this promoter.
Because ToxT induces zcpA expression, transcriptional read-

through from th

nism for toxT (2, 36).

The two major biotypes of V. cholerae, classical and El Tor,
each require ToxR and ToxT for activation of virulence fac-
tors, and potential regulatory sequences are largely conserved
between the two biotypes. Nevertheless, the mechanism con-
trolling expression of toxT appears to be biotype specific (10),
because classical strains express CT and TCP under a wide
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range of experimental conditions, while El Tor strains require
specific growth conditions, termed AKI, for detectable expres-
sion of the ToxR regulon (10, 17, 21). Such conditions com-
prise a biphasic culture where vibrios are first statistically
grown for a 4-h period and then shifted 1o shaking (17). The
recent finding that toxT expression from the inducible tacP
promoter in El Tor makes CT synthesis essentially indepen-
dent of AKI culturing immediately suggested a direct involve-
ment of the ToxR/ToxT system (10). In classical strains, which
have more permissive growth requirements for expression of
the ToxR regulon, the relative contributions of ToxR and
ToxT to transcription of toxT have been thoroughly analyzed
(36), but analysis of how ToxR and ToxT participate in mod-
ulating toxT and ctx4B transcription under AKI culture con-
ditions is not known. To gain insight into the molecular basis
for control of CT and TCP production in V. choelerae El Tor, we
performed experiments analyzing foxT and ctxAB transcription
over time during AKI growth.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Strains were maintained at —70°C in LB medium containing
20% glycerol. The classical V. cholerae strain 0395 was grown at 30°C in LB
medium, and the V. cholerae El Tor strain E7946 was grown at 37°C in AKI
medium (17) without sodium bicarbonate (18). The classical strain was used to
generate a faxT primer extension product used as a reference 1o estimate the
sizes of the oxT and cixd primer extension products from the Bl Tor strain.

RNA isolation and primer extensions. To isolate RNA from the classical
strain, bacteria were harvested from cultures prepared by a 1:100 dilution of an
overnight culture into 50 mi of fresh LB medium for growth under orbital
shaking for 2 to 5 h at 30°C. For RNA isolation from the Et Tor bacteria,
scaled-up cultures (11) were used so as to obtain sufficient material from the
carly time points and from low-density cultures. Scaled-up cultures designed to
be equivalent to 10-ml cultures in 15- by 150-mm tubes (17) were carried out with
500-mi medium volumes placed in a 500-ml cylinder. Medium was inoculated
with a 100-ul volume of a bacterial suspension with an Ay, reading of 1.0. The
cylinder was statically incubated at 37°C for 4 h, after which the culture was
poured into a prewarmed 2-liter flask to continue growth under orbital shaking
(200 rpm) for an additional 6 h (AKI conditions). We defined non-AKI condi-
tions as those where cultures were either kept without shaking (prolonged static
growth) or shaken without a prior static growth period (continuous shaking). For
the prolonged static growth condition, the culture was maintained in the cylinder;
for continuous shaking, the 500-ml culture was orbitally shaken from the start in
the 2-liter flask. From each of these cultures, 25- to 50-ml aliquots were removed
cvery hour, poured over ice, and centrifuged for cell recovery. Collected bacteria
were usually stored overnight at —20°C, and RNA extractions were cartied out
the following day. RNA was obtained from bacterial pellets by using TRIzol
reagent (GIBCO-BRL) according to the manufacturer’s instructions. At the end
of the procedure, RNA concentrations were in all cases adjusted to 5 pg/pl on
the basis 0f A, measurements. This compensated for differences in bacterial
density among time points within a growth curve as well as for differences
between cultures. RNA aliquots were additionally run in agarose gels to further
check for RNA concentrations; these estimates were always consistent with Ao
values. Primer extensions for toxT and ctxd transcripts were performed as de-
scribed previously {15), using joxT primer 5'-CATTAGTTTGAAAAGATTTT
TTTCCCAATCAT-3, where the underlined triplet is complementary to the
ATG codon for the first amino acid in ToxT. The cted-specific primer was
3 GAATCTGCCGATATAACTTATCATCATTTGCAT-3, where the under-
lined nucleotides are complementary to the codon for amino acid 8 in the mature
CtxA protein sequence. For autoradiographic detection of primer extension
products (15), denaturing acrylamide gels were run, loading 5 pl of the primer
extension reaction mixture per well in all experiments.

RT-PCR. Evidence for the presence of a fexT mRNA was obtained by treating
aliquots from the RNA samples with murine leukemia virus (MLV) reverse
transcriptase (RT) followed by PCR with AmpliTaq polymerase, using a
GenAmp RNA PCR kit (Perkin-Elmer) aceording to the manufacturer’s instruc-
tions. To control for the absence of comaminating tempiate DNA in RNA
samples, a PCR was run for each of the tested samples, using the same kit
components but umiiiing the MLY RT. Lack of amplification in the abtence of
RT confirmed that the PCR products were generated from c¢cDNAs. The up-
stream primer used for RT-PCR of raxT mRNA was 5'-CTT TACGTGGATCC
CTCTCTGCG-3, where the underlined G hybridizes at position —31 with re-
spect to the initiation codon ATG. The downstream primer was 5'.CTACCCA
ACTGCAGTGATACAATC-3', where the underlined triplet is the complementary
sequence to the roxT stop codon (TAG). For the control cxd RT-PCR, the
upsiream primer was 5'-CGTTTGGATCCAGGGAGCATTATATGGTAAA
(-3, where the underlined triplet corresponds to the start codon, and the
downstream primer was 5 -GCGATAAGCTICATAATTCATCCTGAATTC-
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FI1G. 1. Growth curves of V. cholerae El Tor E7945 under AKI and non-AKI
conditions. Cultures were grown in AKI medium at 37°C under prolonged static
growth (Static growih), continuous shaking (Shaking) or by the AKI method
(AKI cond,).

3, where the underlined nucleotides correspond to the complementary stop
codon sequence for ceA.

Immunoblots. Detection of the ToxR protein throughout the AKI culture was
done with bacterial cell pellets coflected at the same time points as for RNA
aliquots. Due to low bacterial concentrations at the early time points, the amount
of sample needed for protein measurements and immunoblots required the
processing of relatively lurge culture volumes. However, processing of culture
volumes with low bacterial density provided insufficient material due to poor
pelleting during centrifugation. For maximal sample saving, we opted to normal-
ize aliquots by estimating bacterial concentrations through A4, Volumes of
bacterial pellets were adjusted according to Ay, values, and aliquots were di-
rectly resuspended in electrophoresis sample buffer. Celt contents were released
by boiling, and samples were loaded in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gels. Separated proteins were electrotransferred to nitrocellulose, and immuno-
reactive protein bands were developed by standard techniques using anti-ToxR
rabbit antiserum (kindly provided by J. Mekalanos, Harvard University), perox-
idase-coupled anti-rabbit immunoglobulin G (Miles Laboratories), and chlo-
ronaphthal substrate. A commercial molecular weight marker (High Molecular
Range Rainbow Marker; Amersham) was used to confirm the expected position
for the ToxR immunoreactive band.

Immunodetection of TcpA. For TcpA detection, bacterial pellets obtained
from 50-ml culture aliquots for h 3 and 4 and from 1.5-ml aliquots for subsequent
hours were resuspended in 100 pl of phosphate-buffered saline. Resuspended
cells were lysed by repeated freeze-thawing, and total protein contents were
adjusted to the same value according to protein determinations using a commer-
cial protein determination kit (Bio-Rad). Samples of 5 wl were directly placed on
nitracellulose paper, and TcpA was assayed by in situ reaction with anti-TcpA
monoclonal antibody (MAD) 2(:2 (20), anti-mouse immunoglobulin G-peroxi-
duse conjugate, and chloronaphthod substrate by standard techniques. Attempts
to detect TepA with MAD 20:2 by Western blotting were not successful due to
poor reactivity with the El Tor TCP in this assay (20).

Detection of CT. Detection of CT was done on culture supematants and in
bacterial pellets. Bacterial pellets from 1 ml of culture were resuspended in 500
ut of PBS, and cell contents were released by three ultrasonication bursts on ice.
Supernatants and sonicates were twofold serially diluted and assayed by GMI
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (30}, using a MAb LT39 reactive
with the B subunit of CT {31), using either CT (Sigma) or the B subunit of CT
(27) at 1 pg/ml as the standard,

RESULTS

Growth of V. cholerae El Tor under AKI and non-AKI con-
ditions. Figure 1 presents the growth curves for strain 7946
under standard AKI conditions, prolonged static growth, and
continuous shaking. As seen, the highest growth rate was
achieved by continuous shaking. Culturing under AKI condi-
tions also resulted in 2 high growth rate, but this was depen-
dent on initiation of the shaking phase at h 5. The prolonged
static growth culture reached Agy,s of 0.148 at h 4 and 0.22 at
h 5. From this time onward, increases in absorbance were
minor, indicating that the early stationary phase had been
reached. Based on the latter observation, and to avoid exces-
sive incubation of this culture, a 10-h point to conclude the
experiment was chosen. According Lo previous experimenis,
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FIG. 2. {(A) Primer extension producis from rox7 and ctxdB, and CT levels
under AK] conditions. Incubation periods under static growth ot shaking phases
of an AKI growth are indicated with the double-headed arrows. A composite
figure using relevant sections of autoradiographs was constructed to facilitate
comparisons. The tespective primer extension products are labeled at the left.
(B) CT values from GM1 ELISA, Concentrations shown are expressed as equiv-
alents of standard CT per culture supernatant volume unit, Levels of CT in cell
pellets were less than 3 ng/ml in all cases.

this point in time was found to correspond to the early station-
ary phase for the cultures under the other two growth condi-
tions. The 10-h incubation period seemed also physiologically
adequate in terms of CT production because toxin concentra-
tions at this time and after overnight growth were practically
the same.

Expression of foxT and cxAB in V. cholerae El Tor. RNA
samples prepared from culture aliquots taken every hour were
subjected to primer extension using fox7- and cted-specific
primers. Figure 2 shows ToxR-dependent primer extension
products and CT levels for h 2 to 8 and h 10. The foxT primer
extension product was abundant at h 4 and 5 but was no longer
detectable after this point. We observed induction of ctxAB
transcription as soon as the culture was shifted to shaking (Fig.
2). Also, transfer to shaking quickly led to preduction of CT
and its release into the culture supernatant (Fig. 2). CT con-
centrations paralleled the increase in intensity of the primer
extension product from crx4B. In contrast, and in agreement
with experiments that defined AKI conditions (17), growih
under continuous shaking resulted in practically undetectable
levels of CT. This was reflected in undetectable levels of both
toxT and cixAB primer extension producis (data not shown).

The results for toxT transcription under prolonged static
growth were similar to those for AKI conditions, with the oxT
primer extension product appearing at h 4 and disappearing
after h 5, except for a comparably lower-intensity primer ex-
tension band at this last time (Fig. 3). Under prolonged static
growth, there was a virtual absence of the cx4B primer exten-
sion product, except for a very faint band at h 4 (Fig. 3). This
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FIG. 3. Primer extension products from (axT and cteA8 under prolonged
static growth. Relevant sections of autorudiographs were used to compose the
figure and to facilitate comparisons. Samples obtained at different times during
culture, as indicated above the lanes, were subjected 1o primer extension for toxT
(upper panel) and cxdB (lower panel). A barely visible primer extension band
was found at h 4 for cixd 8.

faint band was also visible in the AKI culture (Fig. 2), suggest-
ing a low basal activity of ToxT over cted B transcription before
the start of the shaking culture phase.

Detection of the ToxR protein under AKI conditions. To
assess ToxR levels through AKI growth, samples of total pro-
teins obtained from time point aliquots throughout the AKI
growth curve were analyzed on immunoblots probed with anti-
ToxR antiserum (Fig. 4). As seen, the presence of ToxR in
cells was detected from h 2 and until h 10. Although some
minor variability in the intensity of immunoreactive bands was
observed, the experiment demonstrates that ToxR was present
during both the static growth and shaking culture phases. Of
significance was the fact that ToxR was present during shaking
and especially after h 6 (Fig. 4). This is particularly meaningful
because in the 6- to 10-h interval the ToxR-dependent toxT
primer extension product was undetectable (Fig. 2). This sug-
gests that transient roxT transcription is not due to an effect of
AKI conditions on foxR gene expression but rather depends on
the ability of ToxR to activate the foxT gene,

RT-PCR detection of foxT transcripts. Experiments with
classical strains of V. cholerae suggest that after transient
ToxR-dependent toxT transcription, foxT transcripts are main-
tained in the cell, evidently as a result of ToxT-dependent
transcription of a large, polycistronic mRNA initiating at the
tcpA promoter (36). A similar model could account for the
sustained ctx4B transcription during shaking that we observe
in the absence of activated ToxR-dependent expression of toxT
detectable by primer extension. To determine if this could be
so, RNA aliquots from h 6 to 10 were subjected to RT-PCR.
Figure 5 shows toxT RT-PCR products whose sizes were com-
patible with binding of primers at both ends of the toxT struc-
turat gene. This experiment demonstrates the presence of a
toxT mRNA at times when roxT mRNA arising from de novo
activation by ToxR is undetectable. Control reactions in the
absence of MLV RT gave no amplification products, confirm-

Static growth Shaking
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FIG. 4. lmmunoblot detection of ToxR along the AKI growth curve. To
compensate for differences in protein concentration between time points, bac-
terial cells were lysed by direct boiling in variable volumes of sodium dodecyl
sulfate sample buffer (Materials and Methods). Times at which aliquots were
removed from the AK! culture are indicated above the lunes. Positions for
reference protein bands in a commercial molecular weight marker are shown on
the left.
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FIG. 5. Detection of a toxT transcript by RT-PCR during h 6 to 10 of an AKI
culture. An ethidium bromide-stained agarose electrophoresis gel is presented.
Samples: 1Kb, 1-kb molecular weight marker (Promega), C, example control
RT-PCR from an RNA sample (5-h time point) in the absence of RT; 6h to 10h,
RT-PCR of RNA samples from h 6 to 10 of an AKI culture (shaking phase).
Note that except for the control RNA, all samples corresponded to times at
which no ToxR-dependent toxT transcript was detected by primer extension (see
Fig. 2).

ing the absence of contaminating DNA in samples. An exam-
ple of a control reaction is shown in Fig. 5. Additional confir-
mation of successful mRNA detection was obtained by
concurrent RT-PCRs with cted primers. Similar to results
shown, ctxd amplification products were obtained at the same
time points (not shown).

Immunedetection of TepA. The fepA promoter is required
for optimal toxT expression and high CT levels in classical V.
cholerae. This is because transcription initiating at this pro-
moter results in a large polycistronic message that includes
toxT at the 3’ end (2, 36). As a measure of tcpA induction in
our El Tor cultures under AKI conditions, and, by extension, a
measure of toxT transcription from the tcpA promoter occur-
ring after transient activation by ToxR, we followed expression
of the TcpA protein by dot blotting using a MAb against TcpA
(20). Hourly aliquots were obtained from h 3 to 10, and TepA
levels were determined by immunoblotting. Results in Fig. 6
show that TcpA was present at all sampled times, although
initiation of the shaking culture phase strongly stimulated
TepA production (Fig. 6, 5 h). After this point in time, TcpA
levels remaincd essentially constant (Fig. 6, 5 to 10 h). Since
TcpA synthesis is strongly induced by the presence of ToxT in
the cell (2), continued expression of TcpA during shaking
would suggest sustained expression of roxT. However, toxT
transcription from its ToxR-dependent promoter was no
longer detectable by primer extension after h 6 (Fig. 2). These
results could be reconciled if there were toxT transcription
initiating from rcpA during the shaking culiure phase in a
manner similar to that described for classical strains under
non-AKI conditions (36) (see Discussion).

DISCUSSION

The expression of CT under AKI conditions has been the
subject of recent experiments aimed at explaining the role of
the positive regulator ToxT in CT production by V. cholerae El
Tor (10). Here we provide evidence for a delicately concerted
regulation of ToxT by ToxR through a transient transcription
of the 1oxT gene, not previously detected if AKI cultures were

Static growth Shaking
e -

3 4n $h 6h 7h 8h Sh 10h
C O 0000

FIG. 6. Detection by dot blotting of TcpA in bacterial cell lysates from an
AKI culture. Times at which aliquots were obtained are indicated above the dots.
Ingubation periods under static growth or shaking are indicated with the double-
headed arrows.
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FIG. 7. Hypothetical model for the role of ToxR in the V. chelerae El Tor
response to AKI conditions. Boxes represent genes, and arrows above them
indicate promoters as well as direction of transcription. The discontinuous arrow
represents genes located between 1opd and roxT in the TCP operon (2). Wavy
lines symbolize mRNAs. Other arrows indicite transition between ToxR states
or mRNA translation. The ToxT protein (filled oval) is shown above the fcp4 and
ctxAB promaters to indicate its role as a transcriptional inducer of both genes (2,
9). A diagrammatic representation of CT is included. The postulated on status of
ToxR (ToxR/S), induced by static growth, is represented by dashed ovals; the
postulated off status, induced by shift to shaking, or by prolonged static growth,
is represented by dashed squares. A potential participation of TcpP/H (+TepP/
H?) in promoting the on status is indicated. Positive modulation by TepP/H
under AKI conditions would not disagree with previous reperts on TepP/H
stimulation of ToxR-dependent taxT transcription (3, 13, 23, 33). A potential
contribution to ctxdB expression by ToxR/S is indicated with a dashed arrow,

sampled at a later time (10). Transient transcription apparently
takes place in response to the combination of static growth and
culture cell density because induction occurred during the
static period and at the carly stationary phase. These results
are in agreement with the initial physiological studies per-
formed by Iwanaga et al., who showed that a 4-h static growth
period followed by strong aeration was optimal to stimulate CT
production in V. cholerae El Tor (17, 18). We found that
ToxR-driven transcription of toxT was initiated precisely at the
h 4 yet expression was iransient, continuing for only 1 h during
shaking. This result indicated that ToxR was unabie to sustain
its positive effect over toxT transcription. Irrespective of this,
transfer of cultures to shaking stimulated transcription of
cteA B, along with the appearance of CT in the medium. Inter-
estingly, when cultures were not shifted to shaking but instead
continued under static growth, the toxT primer extension prod-
uct alse disappeared after h 5 (Fig. 3). This finding indicated
that ToxR was unable to maintain positive regutation over toxT
also when the static growth phase was prolonged. Thereby,
positive regulation of toxT by ToxR seems to occur only within
a narrow physiological window sensitive to either sirong aera-
tion or prolonged static growth. We propose that the ToxR
response involves a change in its ability to activate the roxT
promoter, as opposed to modulation of toxR gene expression,
because immunoblot experiments showed the ToxR protein
was produced throughout the AKI culture (Fig. 4). Especially

meaningful was the fact that ToxR was present after h §, times

at which activation of foxT transcription by ToxR was no longer
detectable by primer extension (Fig. 2). These results are in
agreement with the previous report of ToxR expression in El
Tor vibrios regardless of growth conditions (10). An onfoff
switch for ToxR {ToxR/S) activity would be a simple model to
explain transcriptional control of foxT from the promoter di-
rectly upstream (Fig. 7). In this switch model, we propose that
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at h 4 and 5, ToxR is in its on condition and that shaking or
prolonged static growth beyond this point induces the ToxR off
status (Fig, 7). Switching between on and off stages could be
proposed to involve changes between ToxR-ToxR and/or
ToxR-ToxS dimeric and monomeric molecular species (8, 24).
However, induction or deactivation of ToxR may require the
participation of other regulators since simple changes in
amounts of dimeric versus monomeric forms do not account
for ToxR responses to environmental stimuli in classical vibrios
(24). Likely candidates that could affect ToxR control over
toxT are TepP and TepH. Mutations in tcpH result in unde-
tectable or reduced ToxR-dependent toxT transcription and
CT synthesis in the classical V. cholerae strain 0395 (3, 36),
while TepP stimulates toxT transcription in 0395 (13). Further-
more, a positive synergistic effect on toxT transcription has
been observed when both TepP and TepH are present in the
cefl (13). This has led to the hypothesis that TcpP and TepH
constitute a positive regulatory system functionally similar to
the ToxR/S system (13). Analysis of fcpP mutants in 0395
showed that ToxR-dependent roxT transcription normally re-
quires the joint action of both TepP and ToxR (2ia, 36). In
view of this, it is quite possible that the proposed on/off ToxR
switch involves TepP, perhaps through the formation of a com-
plex consisting of TepP/H and ToxR/S. Experiments are under
way to test this hypothesis.

According to early work (7, 22), the sustained ctx4B tran-
scription observed (Fig. 2), in spite of reduction or absence of
the ToxR-dependent tox T transcription, could be explained by
direct action of ToxR over cxdB. However, recent studies
point to major, and perhaps exclusive, activation of cixd B by
ToxT in V. cholerae (5, 10). Lack of an independent ToxR
activity on cte4B in our studies is supported by the fact that
VI739 (5), a ToxT~ ToxR™ mutant of El Tor strain E7946, was
unable to produce CT when grown in parallel and under the
same AKI conditions (data not shown). This implies the need
to account for induction of ctx4B transcription through controi
of ToxT levels in the cell. Maintained ToxT concentrations
could be due to low-level transcription from the same pro-
moter thal was undetectable; nonetheless, low-level transcrip-
tion would seem insufficient to account for the strong ctxAB
transcription observed (Fig. 2). The need of de nove synthesis
to maintain ToxT levels in the cell appears likely. First, ToxT
dilution due to mass increase during growth would imply an
inverse relation between ToxT activity and protein concentra-
tion. Second, ToxT has proven highly labile in purification
schemes applied to classical V. cholerae strains (7a), which may
suggest that the protein is inherently unstable. An alternative
to ToxR-dependent activation for sustaining ToxT production
would be through the presence of toxT message by readthrough
transcription {from a different promoter,

A candidate promoter located 12.6 kb upstream of the toxT
gene and in front of the tcpA4 gene, the first of 12 contiguous
genes in the TCP operon, has been proposed to gencrate a
long mRNA containing a transcript for ToxT in the classical
strain 0395 (2). Although a 12- 1o 13-kb-long message has not
formally been shown, a t¢pA-dependent message, containing
both the upstream tcpF and roxT transcripts, has been demon-
strated by RNase protection studies (2). Moreover, because
toxT activates icpA, a positive feedback effect has been nro-
posed and theorized to represent a self-regulatory mechanism
for ToxT (2). This is in full agreement with the recent obser-
vation that the fcp4 promoter in 0395 is required for maximal
toxT transcription and CT production (36). That transcription
from tcpA plays a role in AKI cultures is supported by the fact
that TCP synthesis in El Tor vibrios is positively stimulated by
those culture conditions (10, 21). In this report, we provide
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evidence in support of foxT transcription from the tcpA pro-
moter. We detected a transcript for the structural toxT gene by
RT-PCR (Fig. 5) at times when ToxR-depcndent ioxT primer
extension product was undetectable (h 6 to 10). Attempis to
demonstrate that this transcript comes from the hypothetical
polycistronic TCP mRNA by RT-PCRs using commercial en-
zymes specially designed to obtain products longer than 12 kb
were not successful. This failure could be due to mRNA pro-
cessing at internal positions within the TCP operon andfor to
an unstable message (2). In view of this difficulty, and consid-
ering that in 0395 icpA expression has been found to closely
correlate with transcription of the whole operon including repf
the gene lying immediately downstream of toxT (2), we assayed
for the presence of TepA by dot blot experiments. We found
synchronous induction of TepA production {Fig. 6) coincident
with cix4 B transcription throughout the shaking culture phase.
This finding is in complete agreement with primer extension
experiments showing that very little tcpA transcript is made
before h 4, with an increase in level after this time point;
thereafter the level is maintained throughout the rest of the
culture (21b),

Because ToxT activates tcpA and we found increases in
TcpA, it foliows that high TepA concentrations may be due to
the presence of higher than basal ToxT levels in the cell. In the
virtual absence of ToxR-dependent transcription (Fig. 2),
higher ToxT levels could be explained by the same self-depen-
dent readthrough transcription mechanism operating in classi-
cal strains (36).

This hypothesis is summarized in a model presented in Fig.
7. The model includes the above-discussed on/off switch mech-
anism for ToxR and proposes to account for the role of ToxR
(ToxR/S) and ToxT in the response of ¥, cholerae El Tor to
AKI conditions. We have incorporated in the model the abave-
discussed potential participation of the positive regulators
TepP and TepH (13), indicating that they could enhance the
effect of ToxR (ToxR/S) over the toxT promoter (Fig. 7). Com-
pletion of the model will require determining if the differences
in activity between TcpP/H from classical and El Tor vibrios
(4) is of relevance to this system. It will also be helpful 10 define
if the cyclic AMP-cyclic AMP receptor protein complex and
Tepl, both of which are negative TCP operon regulators in
classical strains (28, 29), contribute to the final steady-stale
levels of ToxT in El Tor vibrios. However, the proposal for
Tepl as a negative 1cpA regulator has been Guestioned (33).
Finally, the reason for the requirement of a shaking culture
phase to induce ctx4B transcription remains to be determined.

In terms of the biomedical relevance of results here pre-
sented, it is clear that the V. cholerae El Tor response to
external stimuli seems exquisitcly sensitive and most appropri-
ately designed to express CT only when certain growth condi-
tions are met. Such conditions appear to include the bacterial
population status and suggest that V. cholerae senses its own
cell density in the intestine (19), in analogy to quorum sensing
by phylogenetically related bacteria (1). If this type of sensi-
tively concerted expression of virulence genes reflects events
during infection, El Tor vibrios can be assumed to produce CT
not continuously but in bursts. The burst would oceur at the
point where bacterial multiplication and nutrient consumption
inside the gut have led to conditions cquivalent 1o ihuse under
an AKI growth. Production of CT with its fluid secretion ac-
tivity would flush bacteria out of the intestine; remaining
vibrios would reinitiate the growth cycle, Newly multiplied
bacteria would be flushed again when (he same conditions are
present. How this would be advantageous for vibrios is not
clear, but if initial CT synthesis occurred at relatively low
bacterial densities, as seen in vitro, total amounts of CT inside
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the gut would also be relatively low by the time bacteria were
expelled, This may result in a less aggressive infection, which in
turn could help explain why El Tor vibrios cause a less severe
disease, with a higher proportion of asymptomatic cases, than
classical strains (12). A theoretical ecological advantage de-
rived from a less severe disease is that if El Tor-infected indi-
viduals are less debilitated, they could more easily disseminate
vibrios into the environment {6). A more efficient dissemina-
tion could explain why the El Tor biotype has quickly estab-
lished itseif throughout the world in the last decades. In the
latter respect, it is noteworthy that the more recent, rapidly
spreading V. cholerae Q139 shares many characteristics with V.
cholerae E| Tor, including a requirement for growth under AKI
conditions to produce CT (33).
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