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"Processo de construg®o de uma forma ge
neticamente estdvel de Vibrio cholera"
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RES UMD

Descreve~se uma forma gensticamente estdvel n%o toxinogé-
nica da estirpe Ogawa 395 de Vibrio cholera, com as caracter{sti
cas identificadoras dos Dep6sitos n2s. 39346 e 39347 da American
Type Culture Collection-ATCC, a qual tem uma mutag¥o de delscg¥o
em ambas as cépias do gene que codifica para o peptidio Al resul

tando na perda de uma sequ®ncia genética necesséria 3 expressfo
de um peptfdeo téxico Al’ assim como os plasmideos e técnicas pa
ra a feitura da estirpe. A estirpe & utiliz8vel como vacina

oral morta ou viva.
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DESCRICAO DO INVENTO

Este invento diz respeito a estirpes modificadas de Vibrio cho-
lera que s¥o dteis, por exemplo, para protecgZo imunolégica contra a ¢f
lera e outras doengas, assim como aos plasmfdeos e técnicas utilizadas

para a construgHo dessas estirpes,
A c8lera & uma doenga diarreica provocada pelo Vibrio cholera,

uma bactéria gram-negativa. Ingerido oralmente, o Vibrio cholera cresce

no intestino inferior do homem e produz uma proteina soldvel, a toxina
colérica, que & responsdvel pela diarreia que se observa nesta doenga.A
toxina & constituida por dois tipos de unidades, @ A e a B ¢ a activida=
de da toxina intacta tem origem num fragmento proteolftico de subunidade
A, o peptideo Aj, que & uma enzima que activa o sistema da adenilato ci-
clase das células-alvo [76i11 (1975), Proc.Nat'l,Acad.Sei USA 72: 2064
=2068_/. 0 acréscimo de AMP ciclico nas células intestinais que daqui re
sulta provoca a diarreia que se observa na doenga. A subunidade B n¥o &
t8xica, embora se ligue &s células-alvo e facilite o tpansporte do pep-
tfdeo A} através da membrana das células/{Cuatrecasas, Biochem, 12; 357T=
-3581 (1975)_7- Os snticorpos dirigidos contra a subunidade B inactivam
eficazmente a toxina, blogueando a ligagfo da toxina & superficie das cé
lulas (f;g_7.

| Devido ao facto de a toxina colérica ser uma doenga intestinal,
as vacinas existentes no comércio, de bactérias mortas ou tox8ides, t8m~
~se mostrado relativamente pouco eficazes na indu¢¥o de imunidade guando
administradas parentericamente, Uma vez que a prépria doenga induz imuni
dade, deve concluir-se gque a imunidade intestinal local mediada por IgA
segregada § provavelmente o aspecto mais importante da imunidade i cé=-
lera adquirida, Para estimular a imunidade local no intestino, os antigﬁ
nios bacterianos t8m de ser transportados atravds da barreira 4cida e
proteolftica do estdmago, Por esta razfo, foram propostas vacinas orais
vivas contra a célera,

Isolaram~se mutantes de V. cholera que n¥o produzem a toxina ou
que produzem unicamente a subunidade B da toxina Z-Finklestein et al,.,
(1974), J. Infect, Dis, 129s; 117-123; Honda ef al (1979) Proc.Natl,Acad.
Sci, USA’lé: 2052«2056; Mekalanos et al., (1982), Proc,Natl,Acad,.Sci,

USA 79: 151-155_7. No entanto, para ser um candidato 8ptimo a vacina anti
-colérica viva, um mutante deve ser: 1) bem caractarizado e geneticamente
estdvel (istp &, n¥o deve reverter para a forma selvagem, produtora de

t8xina) ; 2) colonisar bem o intestino; e 3) produzir imunidade alargada



de longa duragf®o, Os mutantes produzidos até agora, por exemplo, os pro
duzidos por mutagénese quimica ou os produzidos a partir de estirpes a-
fins que n¥o se sabe terem capacidades de colonizag¥o e de produgfo de
imunidade podem causar problemas em qualquer das tTes {reas descritas a
cima, embora testes preliminares em volunt{rios humanos demonstre que
sBo relativamente inlcuos e que induzem imunidade significativa Z‘Wood—
ward et al (1975), Proec, 11 th Jt, Conf, on Cholera NIH, p. 330; Holme
et al, Acute Enteric Infections in Children, New Prospects for Treaiment
and Prevention (1981), Elsevier/North~Holland Biomedical Press, Ch, 26,
pp. 443 et seq. (Levine et al) 7.

0 invento consiste, num aspecto, numa forma geneticamente estf-
vel, nfo toxinogénica, de estirpe Ogawa 395 de Vibrio cholera, e qual

tem uma delecgZo em ambas as cfpias do gene que codifica para o peptideo

A, (oxt A), resultando na perda de uma sequdncia gen8tica necessfria 3
expressfo de um peptideo t8xico A,.

Nas aplicagBes preferidas, ambas cbépias da sequ8ncia genética de
ctx A est¥o ausentes, pelo menos a porg¥o da sequdncia genética que co=
difica para os aminodcidos 41 a 101 (e, de prefer&ncia, para os amino-
£cidos 10 a 164) da subunidade Ay; ou a sequédncia gendtica de ctx B es~
t4 intacta, ou a mutag®o de delecg¥o inclui uma porgZo do gene que eodi-
fica para a subunidade B necessiria % express¥o de uma subunidade B efi-
cazy e a linha celular do V.cholera tem as caracteristicas identificadow=
ras dos Depdsitos n?s,39346 ou 39347 da ATCC (American Type Culture Col-
lection).

Por outro lado, o invento consiste numa t&cnica de construir uma
forma geneticamente estivel de V, cholera que & incapaz de expressar um
peptideo t8xico Ay, e um plasmideo utilizado nessa técnica.

Nas aplicagBes preferidas, a técnica inclui os passos de isola=-
mento de um primeiro plasmideo que contém os genes ctx A e ctx B e seg-
mentos, de DNA que ladeiam ambos os lados dos genes; construg¥o de um
segundo plasmfdeo a partir do primeiro, no qual sofreu delecg%o uma se-
qu8ncia do gene gue codifica para o peptf{deo A] necessfria & exprass¥o
de um peptfdeo A] toxinogénico; recombinacHo de um segmento do segundo
plasmfdeo que inclui os segmentos que ladeiam os genes com o cromossoma
de uma estirpe de V, cholera gue se sabe colonisar o intestino e ser i~
munogénica, substituindo assim uma cépia do gene ctx A do cromossoma pe
la mutagfZo de delecg¥o; e fazer culturas dos microrganismos resultantes

durante vdrias gerag¢®es para permitir a transfer&ncia espontfinea da muw

tag¥o para a outra c8pia do gene ctx A. Também nas aplicag®es preferidas
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desta técnica, o segundo plasmfdeo inclui uma marca genética para veri-
ficar o passo de recombinag¢¥o, a estirpe utilizada para este passo ¢ a
Ogawa 395 e a delecgfo envolvida é tal como foi descrito acima,

0 plasmf{deo compreende uma sequéncia de DNA que corresponde ao
segmento do cromossoma que ladeia o gene cix A-ctx B de uma estirpe de
V, cholera e o plasmideo n¥o possui pelo menos um segmento do gene ctx A
necessirio 3 expressfo de um peptfdeo A1 téxico.

Outras caracteristicas e vantagens do invento s#o aparentes a

partir da seguinte desériggo das aplicagBes preferidas e das reivindica-

¢8es,

DescricZo das AplicacBes Preferidas

Descreverei primeiro os desenhos das aplicagBes escolhidas,

A Fig, 1 & um diagrama que representa os passos da técnica de
construg¥o de um plasmfdeo para ser recombinado com o cromossoma de V.
cholera,

As Fig., 2A e B s#o diagramas que representam os passos para a re
combinag¥o do plasmfdeos da Fig.l com o cromossoma de V,cholera,

A Pig., 3 & uma c8pia de uma fotografia de uma anf{lise pela t§-
cnica de Southern,

As seguintes abreviaturas aplicam-se 3s Fig 1 e 2,

Sequdncias Gendticas

ctx p = promotor da toxina

Ay = sequéncia da subunidade Aj
A2 ’ - " " " A2
B - " de B

Marcas de Resisténcia

Gm = gentamicina

Te = tetraciclina

Km = kanamicina

Rep = origem de replicag®o do plasmideo.

As condi¢Bes usadas para a digest¥o dos plasmideos com os enzi-
mes de restric¥o indicadas foram as sugeridas pelo fornecedor, New En=-
gland Biolabs, Beverly, MA., Do mesmo modo, a polimerase T4 do DNA, a Nu~-
clease Bal-3l, o fragmento de Klenow e a ligase do DNA foram usadas tal
como sugerido pelo seu produto, Bethesda Research Labs, Inc,, Bethesda,

MD, Os "linkers" Xba I e Eco Rl foram adquiridos de New England Biolabs,
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0s recténgulos vazios marcados A;, A2 e B representan as regiles
correspondentes dos genes ctx A e cix B. Os tragos grossos representam

bNA de V.eholera adjacente aos genes da toxina,

I. SeleccHfo da estirpe original

A estirpe original de V.cholera utilizada para construir um mu-
tante para vacinas vivas deve induzir protecgHo duradoura e %total e deve
colonisar bem o intestino humano. A Ogawa 395 tem demonstrado uma capaci
dade de induzir uma imunidade que dura trés anos, geralmente eficaz cone
tra a infecg8o por outras estirpes Z"Cash et al (1974), J. Infect, Dis,
l22245—52_7. Tambdm colonisa bem o intestino,

II, ConstrucBo do plasmideo

Em linhas gerais, um plasmideo (pIM17) preparado a partir de DNA
da estirpe selvagem de V,cholera Inaba 569B segundo o método de Pearson
e Mekalanos (1982, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 19: 2976-2980, contém ge-
nes de subunidade A da toxina (ctx A) e da subunidade B da toxina (ctx B),
assim como da resist@ncia & tetraciclina (TcR).

Tal como se descreve na Fig, 1, o plasmideo pJM17 foi linearizado
com Xba I e, em seguida, digerido exonucleoliticamente com Bal3l. Uma vez
que o local de ataque da Xbalest{ dentro do gene ctx A, este método resul
ta na delec¢¥o de sequéncias de ctxA. A ligag®o dos produtos de digesifo
de Bal-31 na presenga de um "linker" Xba I resultou na constiruc%o e isola
mento do plasmideo pJM17.23, A reunifo dos fragmentos PstI+4Xbal de pJM17
e pJM17.23 resultou na construg¥o de pJM23, Este plasmideo contém uma de=
lecgBo interna de 450 pares de bases em cixA, A posig%o desta delecg¥o
dentro do gene ctx Afoiconfirmada pela determina¢Zo da sequéncia do DNA,
que demonstrou que mais de 80% da sequéncia necessiria 3 produg¥o do peﬁ-
tfdeo Ay, tinha sofrido delecg¥o, Especificamente, a delecg¥o de ctx A
transportada por pJM23 remove o DNA que codifica para os resfduos aminof=
cidos 10 a 164, Uma vez que o pept{deo A] enzimaticamente active tem o
comprimento de 192 resfduos aminofcidos esta delecg8o remove 80% da inw
formag¥o necessfria para Aj. A sequéncia de DNA da delecg®o de ctxA § a=-

presentado abaixo:

AGT AAC TTA GAT ATT GCT CCA GCA GCA GAT GGT TAT GGA TTG GCA GGT TTC CCT
CCG GAG CAT AGA GCT TGG SER ASN LEU ASP ILE ALA PRC ALA ALA ASP GLY TYR
GLY LEU ALA GLY PHE PRO PRO GLU HIS ARG ALA TRP

continua para o residuo # 10
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Foi descrito que um fragmento do peptfdeo A; de 12500 dalton de
peso molecular que contén a regifo de MET-41 a MET-101, retém 35% da a-
ctividade enzimética de um peptfdeo A] eompleto Z’Lai et al. (1979),Abs
tracts of the 1lth International Congress of Biochemistry, Toronto, Ca=-
nada, p. 207, Abstract 03-45173:7. 0 local activo do peptfdeo Ay, fica,
portanto, nesse fragmento de 12,500 dalton e, mesmo se n¥o est{ dentro da
regifo de 6600 dalton entre MET=4l e MET-10l, n%o pode ficar mais de cer
ca de 54 amino fcidos (5900 dalton )para 14 de MET-101,0 local activo
estf portanto bem dentro da delecg¥o de ctxA do plasmfdeo pJM 23, A de-
lecg®o dos amino4cidos entre o aminodcido 41 e 101 (ou, de‘preferéncia,
: para assegurar @ total aus@ncia de toxinogenicidade, entre os aminofcie
' B dos 10 e 164) assegura a perda da toxinogenicidade de Ay,
: Danonutra-se que o plasmfdeo pIM23 codifica para a produgfo da
subunidade B tanto em E, coli como em V. cholera, demonsirando~se assim
que as mutagBes de delecg8o em ctxA tem pouco efeito na expressZo de
ctxB, Os resultados seguintes (Quadro I) foram obtidos testando a subuni
dade B total produzida em 18 culimras Hr CYE por teste imunoabsorvente
de ligag¥o enzimftica (ELISA), Menos de 0,00S/ug/hl de subunidade B n%o
puderam ser detectados, ND significa "n%o determinado" porque a experi-

8ncia foi proibida,

Quadro 1
o Produc8o de subunidade B por plasmf{deos recombinantes
\llb‘ Plasmideo Em E, coli MS371 En V. cholera M7922

pIM1T 0,3 Mg/ml ND

pIM23 0,2 ng/ml 9,0 ﬂg/ul
pJM290,2 0,05 mg/ml 1,5 ﬁg/hl
pJM23,211 < 0,005ﬂg/hl < 0,005 ug/ml
pJM290,211 < O,DO%ﬂg/hl < 0,00S/ug/hl

III, Recombinac¥o com o cromossema

Ainda com referéncia 4 Fig, 1, dois plasmfdas, pJM 23.2e ﬁJM25211,
foram construidas a partir de pJM 23, Fragmentos desses plasmfdeos foram
ent¥o clonados noutro plasmfdeo (RK290) / Runken et al (1981), Nature (Lon
don) g§2:85-88_7 para utilizag¥o nas substitui¢®es de marcas representa-
das na Pig., 2 e descritas abaixo,

A, Estirpe 0395-N1 do Plasmfdeo pJM23
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Como se mostra na Fig, 1, pJM 23 & convertido num plasmf{deo de=
rivado pJM 23,2 por digest®o com Pst I e polimerase T4, seguida por li-
ga¢¥o na presenga de "linker" Eco RI. pJM 23,2 § id8ntico a pJM23, ex~
cepto no facto do local Pgt I ter gido substituido por um local Eco RI,

A partir de pJM 23,2, constwdi-se um plasmfdeo (pJM¥ 23,211) com um frag
mento &e DNA que codifica para a resist@ncia 4 Kanamycina (KmR) inserido
aproximadamente na jung¥o da delecgBo ctxA e cixB originalmente em PJM23,

Isto & realizado por meio da digest®o de pJM 23,2 com Xbal na pre
senga de produtos de Xbal do plasmfdeo pJM22 que transporta KmR ladeada
por locais Xbal/Hine II. 0 plasmfdes resultante pIM 23.21 é digerido por
Hine II e ligado para criar pJM 23,211, o qual tem uma delecg¢¥o de ctxA
\.’ comegando no amirofecido 10 e extendendo-se atravds de ctxB até ao local
| Hine II.

0 gene KmR fornece uma marca selectiva com a qual se podem obter
os recombinantes de 0395 que substituiram ambos os seus genes ctxA resi-
dentes pela mutacg¥o de delecg¢®o transportado por pJM23,211,

Utiliza-se ent¥o uma técnica de substitui¢¥o de marcas para efec=

o v tuar a recombinag¢fc com o cromossoma, tal como se segues: primeirc § fei-

; to um derivado espontfneo de 0395 resistente & estreptomicina (SmR) pla=-
queando cerca de 1010 células Ogawa 0395 em meio contendo 100/u1 de esw=
treptomicina, Este derivado & utilizado em todas as experi8ncias subse
quentes, O plasmfdeo pJM290,211 & transferido para 0395 Snt por conjuga=

7 ¢¥o, utilizando e plasmfdeo RK2013 [ Ruvkin et al,(1981) Nature (London)

\l' 289 85-88_7 como mobilizador., As células 0395 SmR transportando pJM290,.211
ﬂ s¥o SmRToRKmR. S¥o superinfectadas com outro plasmfdeo pHIl,Z-pHIl §o
mesmo que o plasmfdeo pHILJ1l descrito por Berlinger et al. (1978) Natu-
Te 276#635-634~7, o gial & cn® e s¥o seleccionadas as colénias GmRKmR°
pHI1 e pJM290,211 n¥Ho podem ccexistir estavelmente na mesma célula por
esausa de uma barreira de incompatibilidade. Assim, para que a célula per
manega KmR, precisa de se recombinar com o DNA que codifica para esta re=
sist8ncia n» cromossoma 0395,

A Fig. 2A representa a ligacfo cruzada entre a cépia cromossémica
dos genes ctx e a delecgH¥o derivada transportada pelo plasmfdeo pJM290,
211, Os recombinantes adequados foram recuperados por superinfecg¥o com o
plasmfdeo incompativel e selecgHo de C-mR e KmR. A estrutura de tal recombi
nante, 0395-NT, & mostrada., 0 local do cromossoma 0395 em que KmR vai fi-
car & determinado pelas sequdncias de DNA que ladeiam o fragmento KmR.Uma

vez que estas s¥o derivadas do DNA que ladeia os genes da toxina no cro=-
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mossoma, d4-se o resultado apresentado na Fig, 2A e os genes residentes
s¥o substituidos pelos genes mutantes transportando o fragmento inseri-
do KmR. A extens%o do DNA de pJM 23,211 que ladeia os loci ctx A e cix
B e que corresponde 3 sequédncia de DNA cromossémico selvagem pode ser
expressa como a distfncia entre o local Eco RI e o loeal Xba I no frag-
mento do gene A em pJM 23,21 (2,7 kb) e a dist8ncia entre o local Hine
IT no gene B e o local Eco RI adjacente ao gene TcR (1,4 kb), Assgm, a
nutacqo de delecg¥o recombina-se com o cromossoma e substitui uma cépia
normal do locus cix,

Uma vex que 0395 possui duas c8pias do locus da toxina, & neceg
sfrio recombinar a mutag¥o de delecgdo 290,211 em ambas, Surpreendentew
mente, isto & conseguido simplesmente fazendo crescer as estirpes que
transportam uma marca substituida durante vdrias geragBes em gue as re=-
combina¢¥es resultaram na transfer&ncia espontfnea da muta¢¥o noutra cé
pia, Os derivados 0395 transportando as mutag¢Bes de delecg®o em ambas as
c8pias s8o entfo reconhecidas por hibridizag¢%o de coldnias utilizando u-
ma sonda (o fragmento KBQI/EiEg IT de 0,95 kb de pJM17) que hibridiza
especificamente com o DNA ausente na mutac¥o de delecgHo., As que n¥o rea
gem a esta sonda sZo em seguida verificadas por hibridizag#o de Southern
para confirmar a perda da cequéncia removida pela delec¢Zfo, A migrag¥o
des bandas confirma gue as delecgBes da dimensHo esperada do gene A sHo
introduzidos em ambas as cfpias dos dois genes ctx residentes de 0395 pa
ra dar origem & estirpe 0395-NT,

Como se esperava para a delecgfo cix A-ctx B, a estirpe 0395«NT
n¥o produz nem a subunidade A nem a subunidade B, uma vez que as porg¥es
de ambas estes gehes sofreran delecgfo em pJM290,211, Os resultados abai
xo (Quadro 2) apresentam o antigénio da subunidade B total produzida em
18 culturas Hr CYE e ¥estadas poxr ELISA, Menos de 0,00S/ug/ml da subunie
dade B n¥o puderam ser detectados, A actividade da toxina total & expres-
sa em termos de/£g/ml de toxina colérica, O mesmo fluido sobrenadante da
cultura foi testado como referido acima para a subunidade B. O teste de
toxicidade foi o teste de c&lula-CHO realizado como foi descrito por Guer
rant et al (1974) Infect, Immunol 10: 320-327,
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Quadro 2

Subunidade B e Actividade Toxinica Produ=-

zidas por Derivados de V, cholera

Estirpe Antigénio de Subunidade B Actividade Toxinica
0395 0.3  pg/ml 0.3  meg/ml
0395=NT < 0.005 mg/ml < 0,001  pmg/ml
0395«~N1 0.3  pmg/ml < 0.001 /ug/hl

B, Estirpe 0395-N1

A construgZo presente em pJM23,2 e recombinada com o cromossoma
por meio de uma técnica de smbstituig¥o de marcas. 0 plasmfdeo pJM290.2
& formado por transfer@ncia de um fragmento de 4,6 kb de pJM23,2 em RK
290, 0 plasmfdeo pJM290.2 & entHo transferido para a estirpe 0395-NT que
tem cada uma das suas duas c8pias de ctx ligadas a uma KmR. A introduc¥o
de pJM290,2 nesta estirpe permite entfio que as reccmbinagBes subsquentes
substituem as c8pias ligadas a KmR com a construgfo em pJM290,2, Estas
coldnias recombinantes s¥o reconhecidas pela sua sensibilidade a KM,

Especificanmente, tal como ‘8§ apresentado na Fig,2B, a estirpe
foi curada de pHI1 e pJM290.2 foi ent%o transferido para a estirpe. Apds
cerca de 50 gerag¥es de crescimento, os recombinantes KmR espontineos foram
isolados por meio de réplicas. Um destes foi curado de pJM290,2 e temn a
estrutura que se apresenta (0395-N1), A hibridizagZo de Southern para

confirmar a estrutura de um destes que d%¥o origem & estirpe 0395-N1 é

. feita eomo se segue,

£ preparado DNA a partir das estirpes 0395 e 0395-N1l. O DNA &
digerido com Xbal e analisado pelo método de Southern (1975), J.Mol.Biol,
98: 503-517 que com a sonda Al (o fragmento Xbal-Hind III fragmento de
580 pares de bases de EWD299 / Dallas (1979) J.Bact.129: 850-858_7,quer
com a sonda B (o fragmento Eco RI-Hind III de 59C pares de bases de EDW
299). Os dois }eci ctx de 0395 s¥o vistos como duas bandas que reagem
com ambas as sondas. A estirpe 0395=N1, todavia, reage unicamente com a
sonda B e as bandas que reagem sfZo de tamanho mals pequeno devido 3 delec
¢¥o de ctxA originalmente presente em pJM23. A Fig. 3 & uma cépia de uma
fotografia de hibridiza¢8es de Southern mosirando gue 0395-N1 perdem a
sequdncia homfloga a uma sonda derivada da regifo Ay, mas retém a sequén-
cia da subunidade B, a qual reside em fragmentos de restrigfo que s¥o

mais pequenos do que a delecgBo de cix Al, noplasmideo pJM 23 (450 pares
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de bases), Consistente com este resultado, 0395-N1 produzia gquantidades
normais de subunidade B guando comparada com a estirpe de origem 0395,
mas n¥o apresentava toxicidade em c8lulas=-CHO, Deste modo, 0395-N1 g i~
d8ntica & estirpe de origem 0395 excepto na delecg®o de cixA originalmen
te presente em pJM23,

' As estirpes e plasmfdeos resultantes foram depositados na Ameri-

can Type Culture Collection e t8m os seguintes néimeros de depdsito:

Estirpe 0395=~N1 39346
Estirpe 0395-NT 39347
Plasmfdeo pJM290.2 39348
Plasmfdeo pJM290,211 39349

As amostras dos dep8sitcs da - ~-- ATCC estar¥o disponiveis apds
o registo desta patente nos Estados Unidos, publicagZo de um requerimento
de patente europeia ou japonesa ou de acordo com as leis de gqualguer pafs

em que § feito um reguerimento da patente,

IV, UtilizacgHo

Panto a estirpe 0395=-N1 como a estirpe 0395-NT sHo {teis como
fontes de protecc¥o imunolfgica contra a infecgfo de célera. S%o utiliz4=-
veis como vacinas mortas ou vivas,

A estirpe 0395-N1 & produzido a partir de uma estirpe original
que se sabe colonisar bem o intestino e provocar uma forte reacgfo imuni-
t4ria, Demonstrou-se que a estirpe mutante estava alterada unicamente no
facto de ter uma mutagZo de delecg¥o que impede a express¥o de uma subu-
nidade &, toxinogénica, A estirpe & §til, por exemplo, como vacina prepa=
rada e administrada nas doses e condig¢Bes descritas em Holme et al, Aeute.
Enteric Infections in Children, New Prospects for Treatmeni and Preven-
tion (1981), Elsevier/North-Holland Biomedical Press, Cape. 26, pp. 443 et

seg. (Levine et al).

0 facto de os individuos infectados com o V. cholera Ogawa 395
toxinogénico nflo excretarem quantidades significativas de células intactas
indic8 que estf envolvide uma defesa imunit4ria dirigida 3s células, além
das defesas anti~toxina, A estirpe 0%95-NT, embora nfo possua a informago
genética necessiria para produzir a subunidade B da toxina, possui, no en
tanto, outras caracter{sticas imunogénicas da Ogawa 395 e § §til como va-
cina preparada e administrada como dito acima,

0s plasmfdeos e métodos descritos aqui s¥o fteis para construir

as estirpes 0395-NT e 0395-N1 e podem também ser usados para construir
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w]lle

e stirpes qQue expressem a subunidade B com gqualquer outro‘antigénio° Tais

estirpes poderiam entfo ser utilizados numa vacina para aproveitar a ma=

ior imunogenicidade que se obtem ligando um antigénio 4 subunidade B e u=
tilizando assim a subunidade B como vefculo de reconhecimento e ligag¥o

3 célula,
~REIVINDICAGOES -

1, Processo de construgXo de uma estirpe geneticamente estfvel
de Vibrio cholera Ogawa 395 que tem uma mutagBo de delecg¥o em ambas as
cﬁpias do gene que codifica para o peptfdeo A1 (gngl), resultando na
perda de uma sequéncia genética necessfria 3 expressfo de um peptfdeo t§
xico Al.

2, Processo de construgfo da estirpe da reivindicagfo 1 em que

ambas as clpias do gene ctxAl est¥o ausentes, pelo menos a porg¥o de se-

quéncia genftica que codifica para os resfduos aminofcidos de 41 até 101,

3. Processo de construg¢Bo da estirpe da reivindicagXo 1 em que
ambas as clpias do gene ctxAl estfo ausentes, prelo menos a porgEo da se=~

quéncia genética que codifica para os resf{duos aminodcidos de 10 até 101,

4, Processo de construg¢Zo da estirpe da reivindicacg%o 1 em que
ambas as cdpias do referido gene ctxAl n%o possuem pelo menos 80% da se-

quéncia necessdiria & expressfo do peptfdeo Al'

5« Processo de construgBo da estirpe da reivindicac¢#o 1 em gque a

sequéncia do gene ctxB estf intacta.

6. Processo de construgHo da estirpe da reivindicag¢fo 1 em que a
sequéncia genética selvagem estd em tudo o resto intacta, excepio no qus

diz respeito 3 referida mntag%o de deleccHo,

Te Processo de construgfo da estirpe da reivindicag®o 1 em que
a referida mutagHo de delecgHo inclui uma porg¢¥o do gene que codifica pa-
ra a subunidade 3 (cix B) necessiria 3 express¥o de uma subunidade B efi=-

CaZ,

8, Processo de constru¢Zo de uma forma geneticamente estivel de
Vibrio cholera que € incapaz de expressar um pepiideo t8xico A, incluin-
do

fornecer uma estirpe selvagem de Vibrio cholera com, pelo menos,

duas cpias do gene ctxAl no seu cromossoma e gque se sabe colonisar o in=

testino e ser imunogdnica; provocar uma mutag3o de delecgHio em uma das cd
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pias do gene ctxA de uma sequéncia genética da referida estirpe necessf
ria 3 express¥o de um peptfdeo tdxico A;; e fazer crescer o resultants
Vibrio cholera alterado durante vdrias gerag¢Bes para permitir a trans-

fer8ncia esponténea da alterag®o para a segunda c8pia do gene ctxA do re

ferido cromossoma.

9. Processo da reivindicag®o 8 em que o referido passo de delec-
¢80 inclui as seguintes etapas

fornecer DNA de uma estirpe selvagem de Vibrio cholera; isolar
a partir dessa estirpe um primeiro plasmfdeo que contém os genes ctixA o
ctxB e segmentos de DNA que ladeiam ambos os lados desses genes na refe-
rida estirpe; construir um segundo plasmfdeo a pariir do primeiro, sendo
o segundo plasmfdeo alterado, pelo facto de pelo menos um segmento do gew
ne ctxA necessfrio 3 express¥o de um peptfdeo t8xico A, ter sofrido de-
1ecg§o; e recombinar um segmento do segundo plasmfdeo que inclui os re=-
feridos segmentos que ladeiam os referidos genes no cromossoma de uma es

tirpe de Vibrio cholera que se sabe colonisar o intestino e ser imunogé-

nico, substituindo deste modo uma c8pia do gene ctxA do referido cromos=
sofia,

10, Processo da reivindicacg®o 9 em que o segundo plasafdio possui

uma marca para verificar o referido passo de recombinagZo,

11, Processo da reivindicagZo 9 em que a referida estirpe usada

para recombinagBo com o segundo plasmfdeo & Ogawa 395.

12, Processo da reivindicac¥o 9 em que o segmento delectado do r

o

ferido gene ctxA inclui pelo menos a porg8o da sequéncia genética que c

jo

difica para os residuos aminodcidos de 41 até 101.

13, Processo da reivindicag®o 9 em gue o segmento delectado do re-
ferido gene ctxA inclui pele mehos a por¢¥o da sequéncia genética que co-

difica para os resfduos aminofcidos 10 a 164,

14, Processo da reivindicagZo 9 em que o segmento delectado do re=-
ferido gene ctxA inclui pelo menos 80% da sequéncia necessiria % expres-
s%o do peptfdeo Al '

15, Processo de construg8o de um plasmfdeo que iaclui uma sequéi-
cia de DNA que corresponde a um segmento do cromossoma que ladeia o gene

ctxA ~ ctxB de uma estirpe de Vibrio cholera em que o referido plasmfdeo

n¥o possui pelo menos um segmento do gene ctxA necessdrio i express¥o de

um plasmfdeo téxico Aq,
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