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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién y detecciéon de bacterias gram-positivas fluorescentes.
Sector de la técnica
Biotecnologia. Ingenieria genética de microorganismos.
Marcaje de células.
Estado de la técnica

La identificacién de microorganismos y su capacidad colonizadora requiere tediosos andlisis micro-
biolégicos y bioquimicos. Recientemente se ha comenzado a realizar la deteccién de bacterias mediante
técnicas de fluorescencia. La proteina fluorescente verde (GFP) codificada por el gen gfp de la medusa
Aequorea victoria posee propiedades tnicas para ser utilizada como marcador no isotépico y en tiempo
real de biomoléculas en sistemas vivos. De hecho ya ha sido ampliamente utilizada en organismos eu-
cariéticos (Sullivan y Kay Eds. (1999) Green fluorescent proteins, Methods in Cell Biology vol. 52, San
Diego Academic Press) y recientemente se ha comenzado a utilizar para detectar microorganismos gram-
negativos como Escherichia coli y Pseudomonas syringae (Miller y Lindow (1997) Gene 191:149-153). La
proteina GFP silvestre y sus versiones modificadas presentan la caracteristica de ser autofluorescentes
(su deteccién no requiere la utilizacién de un sustrato), poseen una vida media muy larga, no provocan
efectos toxicos en los organismos probados hasta ahora y son activas en todas las células y tejidos, vivos
o fijados, ensayados hasta el momento. Sin embargo, presentan el inconveniente de que las proteinas
sintetizadas requieren, para ser activas, una oxidacién post-traduccional y para su maximo de actividad
un pH no inferior a 7 y temperaturas de sintesis inferiores a 37°C (revisado en Sullivan y Kay Eds. (1999)
Green fluorescent proteins, Methods in Cell Biology vol. 52, San Diego Academic Press).

Estas caracteristicas, que son reversibles, hacen que en los organismos anaerobios, termdfilos o acidi-
ficantes sea necesario exponer a las células a condiciones de aerobiosis, temperatura baja, neutralidad y
eliminacién de medios de cultivo que contiene compuestos fluorescentes, antes de proceder a la deteccion
de la GFP, lo cual impide el seguimiento de la expresién de esta proteina durante el crecimiento de estos
microorganismos. Probablemente debido a estos problemas, hasta el momento actual no se han obtenido
estirpes autofluorescentes de las bacterias microaeréfilas y acidificantes de los medios de cultivo como
Streptococcus pneumoniae y Lactococcus lactis. Estos microorganismos poseen interés biotecnolégico de-
bido a que S. pneumoniae es un patégeno humano y L. lactis es una bacteria utilizada en fermentaciones
lacteas debido a sus propiedades metabdlicas.

La expresién génica requiere la utilizacién de promotores que sean reconocidos por la RNA polimerasa
del huésped. La expresiéon del gen neumocécico malM estd regulada a nivel transcripcional en S. pneu-
moniae y los niveles de su expresion dependen del azicar presente en el medio de cultivo. El responsable
de esta regulacién es el represor MalR, producto del gen cromosémico malR (Puyet y cols. (1993) J. Biol.
Chem. 268: 25402-25408), que inhibe la expresién del gen malM cuando S. pneumnoniae se crece en medio
conteniendo sacarosa (Lacks (1968) Genetics 60:685-706) por unién al promotor P s (Nieto y cols. (1997)
J. Biol. Chem. 272:30860-30865). La represién no tiene lugar, o es parcial, cuando S. pneumoniae se
crece en medios conteniendo maltosa, glucosa o sacarosa y maltosa (Lacks (1968) Genetics 60:685-706).
Esta regulacién sélo tiene lugar en estirpes de S. pneumoniae productoras de MalR (como R61), ya que en
estirpes conteniendo mutaciones en el gen malR (como Rcl9) se ha detectado una expresién constitutiva
de malM independiente del medio de cultivo (Lacks (1968) Genetics 60:685 -706).

Descripcion de la invenciéon

En la presente solicitud de patente se describe un procedimiento para subclonar el gen gfp bajo el
control de los promotores del gen malM, silvestre y mutante, de S. pneumoniae presentes en los plasmidos
pLS70 y pLS69 (Fig. 1). Mediante este procedimiento se han construido y establecido en S. pneumoniae
los pldsmidos pLS7TOGFP y pLS69GFP (Fig. 1), y se ha transferido el gen gfp al cromosoma de S. pneu-
moniae (Fig. 1). Los pldsmidos mencionados anteriormente y la insercién cromosémica codifican para
la GFP y su presencia en las bacterias les confiere fluorescencia (Tabla I). El promotor del gen malM es
funcional en L. lactis y permite la expresién de gfp y la sintesis de GFP en forma activa en este microor-
ganismo (Tabla I) a partir del pldsmido pLS1GFP construido en E. coli y posteriormente transferido a
L. lactis (Fig. 2). La sobreexpresién de la proteina GFP ha permitido la deteccién de estirpes de S.
pneumoniae y L. lactis portadoras de GFP en cultivos mixtos con estirpes isogénicas no portadoras (Fig.
3). La utilizacién del promotor del gen malM por la RNA polimerasa de S. pneumoniae estd regulada
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por el represor MalR y permite la expresiéon de gfp en monocopia o multicopia de forma constitutiva o
inducible en S. pneumoniae dependiendo de la estirpe bacteriana utilizada (Fig. 4).

Esta invencion presenta la ventaja de permitir la deteccién de estirpes de S. pneumoniae y L. lactis en
medio de cultivo por técnicas de fluorescencia debido a la sobreproducciéon de la GFP. Este hecho puede
permitir en un futuro su utilizacién para la deteccién de: 1) la capacidad colonizadora del microorganismo
patégeno S. pneumoniae en cultivos de tejido humano y en modelos animales utilizados por las industrias
farmacéuticas y 2) la capacidad colonizadora del microorganismo integrante de los cultivos iniciadores L.
lactis durante la maduracion de quesos, lo cual presenta interés para las industrias lacteas y forma parte
de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Construccion del plasmido pLS70GFP

El clonaje se realizé en la estirpe silvestre de S. pneumoniae R61 (Lacks (1970) J. Bacteriol. 101:373-
383). El pldsmido pLS70 (Fig. 1y Stassi y cols. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:7028-7032)
compuesto por el plasmido de S. agalactiae pMV158 y un inserto cromosémico de S. pneumoniae conte-
niendo AmalXmalMAmalP y los promotores silvestres Px y Py (Stassi y cols. (1982) Gene 20: 359-366)
fue linearizado con el enzima de restriccién Sacl. El pldsmido pGreenTIR (Fig. 1 y Miller y Lindow
(1997) Gene 191:149-153), compuesto del vector de E. coli pUC1813 y del gen gfp mutante que codi-
fica la proteina GFP-P64LS65T fue digerido con el enzima de restricciéon Sacl. Uno de los fragmentos
Sacl generados, de 0,8 kb incluyendo el gen gfp, fue purificado, ligado al plasmido pLS70 utilizando la
DNA ligasa del colifago T4 y dicha mezcla de ligacién fue utilizada para transformar S. pneumoniae.
Los transformantes resistentes a tetraciclina (marcador del pldsmido) fueron analizados para contenido
plasmidico en geles de agarosa al 0,8 %. El pldsmido recombinante obtenido se denomind como parte de
esta invencién pLSTOGFP (Fig. 1) y contiene el gen gfp bajo el control del promotor Py silvestre. La
estirpe de S. pneumoniae R61 [pLS7T0GFP] estd depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo y
presenta todas las caracteristicas de la CECT n°® 5162.

Ejemplo 2
Construccion del plasmido pLS69GFP

El clonaje se realiz6 en la estirpe de S. pneumoniae T4 (trtl, hex4, malM594) incapaz de crecer en
maltosa por contener una mutacion en el gen malM y por tanto carecer del enzima amilomaltasa codifi-
cado por dicho gen (Lacks (1968) Genetics 60:685-706). El plasmido pLS69 (Fig. 1y Stassi y cols. (1981)
Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:7028-7032) compuesto por el pldsmido pMV158 y un inserto cromosémico
de S. pneumoniae conteniendo AmalXmalMAmalP y los promotores débiles mutantes P’x y F’ps (Stassi
y cols. (1982) Gene 20:359-366) fue linearizado con el enzima de restriccién Sacl. El pldsmido pGreenTIR
fue digerido con el enzima de restricciéon Sacl. Uno de los fragmentos Sacl generados, de 0,8 kb incluyendo
el gen gfp, fue purificado, ligado al pldsmido pLS69 linearizado utilizando la DNA ligasa del colifago T4
y dicha mezcla de ligacion se utilizé para transformar S. pneumoniae. Los transformantes resistentes a
tetraciclina fueron analizados para determinar su contenido plasmidico en geles de agarosa al 0,8 %. El
pldsmido recombinante obtenido se denominé como parte de esta invencién pLS69GFP (Fig. 1) y contiene
el gen gfp bajo el control del promotor PmalM mutante. La estirpe S. pneumoniae T4[pLS69GFP] estd
depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo y presenta todas las caracteristicas de la CECT
n° 5160.

Ejemplo 3
Construccion de la estirpe R61 malM::qfpcat de S. pneumoniae

El pldsmido pLS70GFP (Fig. 1) se digirié parcialmente con el enzima de restriccién Sacl. El pldsmido
linearizado fue purificado y sus extremos protuberantes 3’, (generados por la digestién) convertidos en
romos por digestién con la nucleasa Mung bean y polimerizacién con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1 de E. coli (fragmento Klenow). El pldsmido pJS3 (Ballester y cols. (1986) Gene 41:153-163)
fue digerido con el enzima de restricciéon Sau3Al. Uno de los fragmentos generados, de 1,1 kb incluyendo
el gen cat, fue purificado, sus extremos 5’ protuberantes rellenados y el fragmento ligado al pldsmido
pLS70 linearizado. Dicha mezcla de ligacién se utilizé para transformar S. pneumoniae. Los transfor-
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mantes cloramfenicol resistentes fueron analizados para determinar su contenido plasmidico en geles de
agarosa al 0,8 %. La ausencia de pldsmido indicé que el gen cat habia sido introducido en el cromosoma
por disrupcién del gen malM. La identidad de la estructura génica de la insercién cromosémica de uno
de los transformantes, denominado R61 malM::gfpcat, se establecié por determinacién de la secuencia de
nucledtidos de su gen malM mutado. Para ello se amplificé dicho gen por la técnica de la reaccién de
polimerizacién en cadena (PCR) utilizando la DNA polimerasa Dynazyme y empleando como substratos:
DNA cromosémico y los oligonucle6tidos mall (5-CGAGCACGAGCATCTGCATCTGG-3’) y mal2 (5'-
GCGGTGAAACGTTTCTTTGAAGTCG-3’). El fragmento amplificado de 2,0 kb fue posteriormente
secuenciado. Los datos de secuencia de DNA (SEQ ID NO:1) mostraron que la insercién cromosémica
contiene un gen gfp y un gen cat bajo el control del promotor Py, silvestre (Fig. 1). La estirpe S. pneu-
moniae R61 malM::gfpcat estd depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo y presenta todas
las caracteristicas de la CECT n° 5158.

Ejemplo 4
Construccion del plasmido pLS1GFP

Con el fin de expresar la GFP en L. lactis se transfirieron a la estirpe MG1363 de este microorga-
nismo los pldsmidos pLSTOGFP y pLS69GFP por electroporacién, utilizando DNA plasmidico obtenido
de las estirpes R61[pLS70GFP] y T4[pLS69GFP]| y seleccionando los transformantes por resistencia a
tetraciclina. Ambos pldsmidos, aunque expresaban la GFP, presentaron inestabilidad estructural y se
detecté generacién de pldsmidos delecionados (resultados no mostrados). El resultado obtenido con
pLS70GFP no fue sorprendente, ya que su plasmido parental pLLS70 habia mostrado inestabilidad es-
tructural en Bacillus subtilis (Lépez y cols. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5189 -5193) y su
inserto cromosémico AmalXmaMAmalP conteniendo los promotores silvestres Px y Pjs no pudo ser
clonado en el vector pBR322 de E. coli (Stassi y cols. (1982) Gene 18:319-328). Sin embargo, el efecto
deletéreo en L. lactis del inserto cromosémico de S. pneumoniae presente en pLLS69 y conteniendo los
promotores débiles P’x y P’y no habia sido observado previamente ni en B. subtilis (Espinosa y cols.
(1984) Gene 28:301-310) ni en E. coli (Stassi y cols. (1982) Gene 18:319-328). Experimentos de clo-
naje de regiones del inserto cromosémico de pLS70 en el vector pJDC9 de E. coli (Chen y Morrison
(1988) Gene 155-164) y la determinacién de la secuencia de los pldsmidos delecionados generados en
B. subtilis (Lépez y cols. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5189-5193) sugirieron que tanto la
elevada transcripcion a partir de los promotores como el producto truncado del gen malX podrian ser
responsables de la inestabilidad plasmidica. Por este motivo y ya que la fusién Pjps-gfp era funcional en
L. lactis se procedié a construir como parte de esta invencién el pldsmido pLSIGFP (Fig. 2). En el
vector pLS1, derivado del pldasmido pMV158 (Lacks y cols. (1986) J. Mol. Biol. 192:753-765) se cloné
un fragmento de DNA que incluye las secuencias de los promotores Px y Pas, y bajo el control de este
dltimo promotor se expresé el gen gfp. Para ello se amplificé la regién que incluye los promotores Py, y
Px por la técnica de PCR utilizando la DNA polimerasa Pfu y empleando como substratos: DNA del
pldsmido pLS70 y los oligonucle6tidos mal3 (5-GCAGAATTCAAGTTTTATTGATAAGGAAAC-3") y
mal4 (5-CGCGGATCCATCTCTAGAGTATTTTGCAGACGCAAACG-3’) que incluyen secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI respectivamente. El fragmento amplifi-
cado de 0,5 kb fue purificado, digerido con las enzimas de restriccién EcoRI-BamHI y ligado al plasmido
pJDC9 (Fig. 2) y (Chen y Morrison (1988) Gene 155-164) previamente linearizado por digestién con
EcoRI y BamHI. Dicha mezcla de ligacién se utilizdé para transformar E. coli. JM109. Los transfor-
mantes eritromicina resistentes fueron analizados para determinar su contenido plasmidico en geles de
agarosa al 0,8 %. El pldsmido resultante pJDCIXM (Fig. 2) fue digerido con el enzima de restriccién Sall
y los extremos protuberantes 5’ generados por la digestién fueron rellenados con el fragmento Klenow.
El plasmido pGreenTIR fue digerido con el enzima de restriccién FEcoRI. Uno de los fragmentos EcoRI
generados, de 0,8 kb incluyendo el gen gfp, fue purificado, sus extremos protuberantes rellenados y ligado
al plasmido pJDC9XM linearizado. Dicha mezcla de ligacién se utilizé para transformar E. coli JM109.
Los transformantes seleccionados por resistencia a eritromicina contenfan el pldsmido pJDCIGFP (Fig.
2) y expresaban la proteina GFP (resultado no mostrado). Este pldsmido recombinante fue digerido
con los enzimas de restriccion Clal y EcoRI y posteriormente los extremos protuberantes 5’ generados
por la digestién rellenados. Uno de los fragmentos de restriccién obtenidos de 3,1 kb, que contiene los
promotores Pjs y Px v los genes gfp y erm. El plasmido pLS1 fue digerido con los enzimas de restriccion
HindlIl y EcoRI y los extremos protuberantes 5’ generados por la digestién rellenados. Uno de los frag-
mentos de 4,0 kb fue purificado, ligado al fragmento de 3,1 kb procedente del pldsmido pJDCIGFP y la
mezcla de ligacién fue utilizada para transformar F. coli C600. Los transformantes fueron seleccionados
por resistencia a eritromicina y su contenido plasmidico analizado en geles de agarosa al 0,8 %. De los
plasmidos recombinantes analizados, se seleccioné uno que contenia el fragmento clonado en la orientacién
correcta para que la transcripcion a partir del Px se detuviera en el terminador transcripcional del gen
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mob del vector (Fig. 2). Este pldsmido se denominé como parte de esta invencién pLS1GFP y contiene
el gen gfp bajo el control del promotor Py, silvestre. La estirpe E. coli C600 [pLS1GFP] estd depositada
en la Coleccién Espanola de Cultivos Tipo y presenta todas las caracteristicas de la CECT n° 5157. El
pldsmido pLS1GFP fue transferido a L. lactis MG1363 por electroporacién con DNA plasmidico obtenido
de la estirpe C600[pLS1GFP] y seleccién para resistencia a eritromicina. El contenido plasmidico de los
transformantes y la estabilidad estructural de pLS1GFP después de 100 generaciones de crecimiento se
comprobé mediante andlisis en geles de agarosa al 0,8 %. La estirpe L. lactis MG1363[pLS1GFP] estd
depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo y presenta todas las caracteristicas de la CECT
n° 5163.

Ejemplo 5

Deteccion de la expresion de GFP en S. pneumoniae y L. lactis mediante determinacion de los niveles
de fluorescencia

Células de las estirpes de S. pneumoniae R61, R61 [pLS7T0GFP], T4[pLS69GFP] y R61 malM::gfpcat
fueron crecidas en medio AGCH suplementado con glucosa al 0,8 % a una Agso de 0,4. Células de la
estirpe de L. lactis MG1363 conteniendo el plasmido vector pLS1 o pLS1GFP fueron crecidas en medio
M17 suplementado con glucosa al 1 % y tetraciclina a 1 Og/ml a una Aggo de 0,4. Un mililitro de cada uno
de los cultivos fue sedimentado por centrifugaciéon y las células se resuspendieron en 1 ml de tampén PBS
pH 8 (10 mM NaoHPOy4, 1 mM KHyPOy, 140 mM NaCl, 3 mM KCl). La determinacién de los niveles
de fluorescencia de 0,2 ml de estas muestras, asi como de aquellos presentes en muestras de 0,2 ml de los
cultivos sin tratar, se determiné en un espectrofotémetro de fluorescencia LS-50B (Perkin Elmer) mediante
excitacién a una longitud de onda de 488 nm y deteccion de emisién de fluorescencia a una longitud de
onda de 511 nm. Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Tabla I. En todas las muestras de
las estirpes analizadas se detecté fluorescencia, siendo ésta superior en las estirpes portadoras del gen gfp
y superiores en las muestras de cultivos tratadas con PBS. El andlisis de la fluorescencia de los medios
de cultivo y de sobrenadantes de cultivos crecidos a distintas absorbancias (resultados no mostrados)
demostroé que la fluorescencia intrinseca del medio decrecia como consecuencia del crecimiento bacteriano,
indicando que compuestos fluorescentes del medio eran parcialmente consumidos por las bacterias. Por
ello, para determinar la fluorescencia debida a GFP en las estirpes portadoras, se sustrajeron a los valores
obtenidos en estas estirpes aquellos detectados en las estirpes isogénicas no portadoras (Tabla I). Asi, se
comprobd que en S. pneumoniae los niveles de fluorescencia de GFP eran aproximadamente el doble en
muestras conteniendo células en PBS, mientras que en L. lactis aunque GFP era detectada en medio de
cultivo su autofluorescencia era muy inferior a la observada en PBS. Estos resultados demuestran que la
expresién de la proteina GFP puede ser detectada en S. pneumoniae y en L. lactis tanto en medio de
cultivo como en PBS mediante la utilizacién de un espectrofotémetro de fluorescencia.

TABLA I

Comparacion de la fluorescencia de GFP en S. pneumoniae y L. lactis

Bacteria Plasmido | Intensidad | Intensidad | Intensidad en | Intensidad | Proporcion
en PBS | corregida en medio corregida en | corregida
(a) PBS (b) (a) medio (b) | (PBS/medio)
S. pneumoniae R61 - 65,1 0,0 85,5 0,0 -
S. pneumoniae R61 - 133,6 68,5 120,9 35,4 1,9
malM::gfpcat
S. pneumoniae R61| pLS70 167,5 102,4 136,4 50,9 2,0
S. pneumoniae T4 - 60,4 0,0 80,2 0,0 -
S. pneumoniae T4 pLS69 114,2 53,8 109,7 29,5 1,8
L. lactis MG1363 pLS1 62,6 0,0 36,9 0,0 -
L. lactis MG1363 | pLS1GFP 121,7 59,1 49,0 12,1 4,9
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(a) La fluorescencia de 0,2 ml de muestra se midié en placas de microtitulo en un espectrofotémetro de
fluorescencia LS-50B (Perkin Elmer) mediante una excitacién a una longitud de onda de 488 nm con una
apertura de 2,5 y la detecciéon de emisién de fluorescencia se realizé a una longitud de onda de 511 nm
con una apertura de 7.

(b) La fluorescencia debida a GFP fue obtenida por substraccién a los valores obtenidos en las estirpes
portadoras (a) aquellos detectados en las estirpes isogénicas no portadoras.

Ejemplo 6

Deteccion de la expresion de GFP en S. pneumoniae y L. lactis mediante microscopia de fluorescencia

Células de las estirpes de S. pneumoniae R61, R61[pLSTOGFP] y R61 malM::gfpcat fueron crecidas
en medio AGCH suplementado con glucosa al 0,8% a una A650 de 0,4. Células de la estirpe de L.
lactis MG1363[pLS1] y MG1363[pLS1GFP] fueron crecidas en medio M17 suplementado con glucosa al
1% a una Aggp de 0,4. Las células de R61 fueron mezcladas con las de R61[pLS70GFP] o con las de
R61 malM::gfpcat y las células de MG1363[pLS1] fueron mezcladas con las de MG1363[pLS1GFP]. Las
preparaciones mixtas fueron analizadas por microscopia de contraste de fase y de fluorescencia utilizando
un microscopio Zeiss Axioplan (Universal microscope) con filtros de fluorescencia de excitacién Standard
FITC set D480/30 y emisién TBP 460/530/610. Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Fig. 3.
La fluorescencia de la proteina GFP permitié detectar las células de S. pneumoniae y L. lactis, portadoras
de GFP por microscopia de fluorescencia. La comparacién de las imagenes obtenidas por microscopia
de contraste de fase y de fluorescencia mostré una identificacién cuantitativa de células portadoras y no
portadoras. Estos resultados demuestran que la expresiéon de la proteina GFP puede ser utilizada para
realizar estudios ecoldgicos de S. pneumoniae y L. lactis.

Ejemplo 7

Caracterizacion de la estirpe Rc19 de S. pneumoniae y construccion de las estirpes Rel[pLS7T0GFP] y
Rc19 malM::gfpcat

La expresiéon del gen malM en esta estirpe es constitutiva debido a una mutacién, que ha-
bla sido previamente localizada en el gen malR (Lacks (1968) Genetics 60:685-706). La identi-
dad de la mutacién se establecié por determinaciéon de la secuencia de nucleétidos del gen malR
mutado de la estirpe Rcl9. Para ello se amplific6 dicho gen por la técnica de PCR utili-
zando la DNA polimerasa Dynazyme y empleando como substratos: DNA cromosémico y los
oligonucle6tidos malrl (5-ACGCAGAATTCGCCCGTTACGATTAAAGACGTG 3’) y malr2 (5-
ACGTCAAGCTTTTATTTTTCGATAATTTTGTGGGC 3’), que contienen respectivamente los sitios
de corte para los enzimas de restriccion EcoRI y HindIIl. El fragmento amplificado de 1010 pb fue pos-
teriormente secuenciado. Los datos de secuencia de DNA (SEQ ID NO:2) mostraron que la proteina
MalR, codificada por la estirpe Rcl9, portaba una delecién de 4 aminoacidos en una region de la proteina
supuestamente implicada en unién a DNA, condicién necesaria para llevar a cabo su funcién represora.

El plasmido pLS70GFP, obtenido de la estirpe R61, fue transferido a la estirpe Rcl9 seleccionando
los transformantes para resistencia a tetraciclina. La estirpe Rc19[pLS7T0GFP] estd depositada en la Co-
leccién Espanola de Cultivos Tipo y presenta todas las caracteristicas de la CECT n° 5159.

El inserto malM::gfpcat fue transferido a la estirpe Rcl9 por transformacién cromosémica utilizando
DNA genémico de la estirpe R61 malM::gfpcat y selecciéon para resistencia a cloramfenicol. La estirpe
obtenida se denominé Rcl19 malM::gfpcat, estd depositada en la Coleccién Espanola de Cultivos Tipo y
presenta todas las caracteristicas de la CECT n°® 5161.

Ejemplo 8
Deteccion de la expresion constitutiva e inducible de GFP en S. pneumoniae

Células de las estirpe de S. pneumoniae R61, R61 [pLS70GFP], R61 malM::gfpcat, Rcl9, Rcl9
[PLS70GFP] y Rcl9 malM::gfpcat fueron crecidas en medio AGCH suplementado con 0,8% (estirpe
R61 e isogénicas) 6 0,4 (estirpe Rcl9 e isogénicas) de los azicares indicados en la Fig. 4. Las estirpes
con el inserto malM::gfpcat no pueden utilizar maltosa como fuente de carbono, debido a que el enzima
amilomaltasa (producto del gen malM) es necesario para el metabolismo de la maltosa y no es sintetizado
por estas estirpes. El crecimiento bacteriano se monitorizé por medida de las absorbancias de los cultivos,
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comprobandose que el tiempo de duplicacién de las bacterias no se alteraba por la presencia del gen gfp en
monocopia o multicopia (resultados no mostrados). A las absorbancias indicadas en la Fig. 4 se tomaron
muestras y se determiné su fluorescencia en el medio de cultivo mediante espectrometria de fluorescencia.

En la Fig. 4 aparecen recogidos los resultados obtenidos con las estirpes portadoras del gen gfp previa
substraccion de los niveles de fluorescencia detectados en la estirpe isogénica no portadora. En el caso de
la estirpe Rc19 (carente de MalR) se detecté una expresién constitutiva de la GFP en todos los medios
probados a partir del gen gfp en multicopia o en monocopia, existiendo una correlacién entre los niveles
de fluorescencia y la biomasa. La expresion de GFP fue 5 veces superior a partir de pLSTOGFP que
a partir de malM::gfpcat. Esta diferencia en niveles de expresién, ya habia sido previamente observada
cuando se determiné directamente la expresién del gen malM silvestre por determinacién de la actividad
amilomaltasa (Stassi y cols. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:7028-7032) y no estd estrictamente
correlacionada con la dosis génica, ya que el plasmido tiene un nimero de copias de 25 por equivalente
gendmico. En el caso de la estirpe R61 se detecté fluorescencia en todos los medios probados incluso
en medio conteniendo sacarosa (condicién de represiéon méxima por MalR), existiendo una correlacién
entre los niveles de fluorescencia y la biomasa excepto en el caso de la estirpe R61[pLS7T0GFP] crecida
en glucosa. En este huésped la expresién de gfp en monocopia o en multicopia aparecia regulada por
el represor MalR codificado por el gen malR cromosémico. Los niveles mas elevados fueron detectados
en la estirpe R61[pLS70GFP] crecida en maltosa y tanto en la estirpe R61[pLS70GFP] como en la R61
malM::gfpcat se observé induccién de la expresion de gfp en medios conteniendo glucosa o sacarosa y mal-
tosa. Los resultados obtenidos muestran que las estirpes construidas permiten una expresién cuantitativa,
correlacionada con la biomasa, constitutiva o inducible de GFP y que el gen gfp (por determinacién de
la autofluorescencia de su producto) puede ser utilizado para realizar estudios de expresién génica en S.
pneumoniae.

Figuras

Figura 1.- Construccién de los plasmidos pLS7T0GFP, pLS69GFP y del inserto cromosémico malM::gfpcat
que contienen el gen gfp bajo el control de los promotores de S. pneumoniae Py silvestre (pLSTOGFP e
inserto cromosémico) o P’j; mutante (pLSGQGFP) Contiene los mapas fisicos de pLS70, pLS69, pGre-
enTIR, pLS70GFP, pLS69GFP y el inserto cromosémico malM::gfpcat. Los simbolos genéticos utilizados
son: gfp, codifica para la proteina fluorescente verde; malM, codifica para el enzima amilomaltasa; malX,
codifica para una permeasa de maltosacaridos; malP, codifica para el enzima maltosa fosforilasa; cat, tetL
y bla, codifican para las proteinas responsables de la resistencia a cloramfenicol, tetraciclina y ampicilina
respectivamente; copG y repB, codifican para las proteinas implicadas en la replicacién de pldsmidos ba-
sados en pMV158; ori, regién del origen de replicacién del plasmido pGreenTIR; Pys v P’js, promotores
silvestre y mutante de malM; Px y P’x, promotores silvestre y mutante de malX, Py, promotor del gen
gfp en pGreenTIR; TIR, region requerida para la traduccién del gen gfp; ENH, secuencia que incrementa
la traduccién de gfp; SD, sitio de unién de los ribosomas.

Figura 2.- Construcciéon del plasmido pLS1IGFP que contiene el gen gfp bajo el control del promotor
Py silvestre. Contiene los mapas fisicos de los plasmidos pJDC9, pGreenTIR, pJDCIXM, pGreenTIR,
pLS1 y pLS1GFP. Los simbolos genéticos utilizados son: gfp, codifica para la proteina fluorescente verde;
copG y repB, codifican para las proteinas de replicacion de plasmidos basados en pMV158; tetL, bla y
erm, codifican para las proteinas responsables para la resistencia a tetraciclina, ampicilina y eritromicina
respectivamente; ori, identifica las regiones necesarias para la replicaciéon de los diferentes plasmidos,
ter, terminador transcripcional del gen mob del plasmido pMV158; Py; y Px, promotores silvestres del
gen malX y malM respectivamente; lacZ’, fragmento M15 del gen lacZ, MCS, sitio de clonaje multiple;
Piac, promotor del gen gfp en pGreenTIR; TIR, region requerida para la traduccion del gen gfp; ENH,
secuencia que incrementa la traduccién de gfp; SD, sitio de unién de los ribosomas.

Figura 3.- Deteccién de la expresion de GFP en S. pneumoniae y L. lactis por microscopia. Contiene foto-
graffas de cultivos celulares detectados por microscopia de contraste de fase (izquierda) y de fluorescencia
(derecha). (A). Cultivo mixto de las estirpes de S. pneumoniae R61 y R61[pLS7T0GFP]; (B). Cultivo
mixto de las estirpes de S, pneumoniae R61 y R61 malM::gfpcat; (C). Cultivo mixto de las estirpes de L.
lactis MG1363[pLS1] y MG1363[pLS1GFP]. Las flechas indican algunas de las células no fluorescentes.

Figura 4.- Deteccién de la expresion constitutiva o inducible de gfp en monocopia y en multicopia en
S. pneumoniae. Contiene los niveles de fluorescencia de cultivos de: (A) Rcl9[pLS7T0GFP]; (B) Rcl9
malM::gfpcat; (C) R61[pLS7TOGFP]; (D) R61 malM::gfpcat. Simbolos: S, cultivos crecidos en sacarosa; G,
cultivos crecidos en glucosa; M, cultivos crecidos en maltosa; SM, cultivos crecidos en sacarosa y maltosa.
La fluorescencia de 1 ml de muestra se midié en cubeta utilizando un espectrofotémetro de fluorescencia
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LS-50B (Perkin Elmer) mediante una excitacién a una longitud de onda de 488 nm con una apertura
de 2,5 y la deteccidon de emisién de fluorescencia se realizé a una longitud de onda de 511 nm con una
apertura de 5.

Lista de Secuencias

SEQ ID NO: 1

Longitud de la secuencia: 2009 nucledtidos

Tipo de secuencia: nucledtidos

Numero de hélices: doble hélice

Configuracion de la secuencia: lineal

Tipo de molécula secuenciada: ADN genémico

Origen de la molécula: Streptococcus pneumoniae R61 malM::gfpcat

Fuente experimental inmediata de la secuencia: fragmento de DNA de 2,0 kb obtenido por PCR

Caracteristicas de la secuencia: inserto conteniendo los genes gfp y cat introducido en el cromosoma de S.
pneumoniae por manipulacion genética y disrupcién del gen malM nucleétidos 1-62 gen malM truncado

nucleétidos 91-804 gen gfp

nucleétidos 1207-1923 gen cat

30

35
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60

nucleétidos 1956-2009 gen malM truncado

GAGATGTTAA AGATTTTGAG AAATTTGCTC AAGACAACCA ATCATGGCTT 50

GAGCTCGAAT TCTGATTAAC TTTATAAGGA GGAAAAACAT ATGAGTAAAG 100
GAGAAGAACT TTTCACTGGA GTTGTCCCAA TTCTTGTTGA ATTAGATGGT 150
GATGTTAATG GGCACAAATT TTCTGTCAGT GGAGAGGGTG AAGGTGATGC 200
AACATACGGA AAACTTACCC TTAAATTTAT TTGCACTACT GGAAAACTAC 250
CTGTTCCATG GCCAACACTT GTCACTACTT TGACTTATGG TGTTCAATGC 300
TTTTCAAGAT ACCCAGATCA TATGAAACGG CATGACTTTT TCAAGAGTGC 350
CATGCCCGAA GGTTATGTAC AGGAAAGAAC TATATTTTTC AAAGATGACG 400
GGAACTATAA GACACGTGCT GAAGTCAAGT TTGAAGGTGA TACACTTGTT 450
AATAGAATCG AGTTAAAAGG TATTGATTTT AAAGAAGATG GAAACATTCT 500
TGGACACARA TTGGAATACA ACTATAACTC ACACAATGTA TACATCATGG 550
CAGACAAACA AAAGAATGGA ATCAAAGTTA ACTTCAAAAT TAGACACAAC 600
ATTGAAGATG GAAGCGTTCA ACTAGCAGAC CATTATCAAC AARATACTCC 650
AATTGGCGAT GGCCCTGTCC TTTTACCAGA CAACCATTAC CTGTCCACAC 700
AATCTGCCCT TTCGAAAGAT CCCAACGAAA AGAGAGACCA CATGGTCCTT 750
CTTGAGTTTG TAACAGCTGC TGGGATTACA CATGGCATGG ATGAACTATA 800
CAAATAGGAA TTCGGATCTT TGTGAAAACT ACAGAAAGTA AAGAATGAAA 850
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AGAGTAATGC
AGAATTTGAA
ARAGAAAAGG
ACCACATTTT
TTCAACAAAC
ATGTTACAGT
GCAGACAAGT
TATCAAATGA
GATATTTAAT
ARATTGATAT
TTTTACCCTG
AGCTTTTAGA
AGTTAGAGCC
GGTATTTGGA
CCTTTCTGAT
CACCTATACC
TTTACTGGGT
CATTATTACA
CGCTATCTTT
TTGTTTATGA
TTTATAATAT
TGTCACTAAC
AGATCTGCTG
GACTGAATG

SEQ ID NO: 2

TAACATAGCA
ACTTAGTTTA
ATTTTTCGCT
TTAATGTGGT
GAAAATTGGA
AATATTGACT
AAGCCTCCTA
ACTTTAATAA
CATTATTTGA
TAGTGTTTTA
CATTTATTTT
ACTGGTTACA
ACTTTATACA
CTCCTGTAAA
GTAGAGAAAT
TGAAAATGCT
TTAACTTAAA
GCAGGAAAAT
ACAGGTACAT
ACTCTATTCA
GAGATAATGC
CTGCCCCGTT
AGTATATGGC

ES 2 166 671 Bl

TTACGGATTT
TATGTGGTAA
ACGCTCAAAT
CTTTTATTCT
TAAAGTGGGA
TTTAAAAAAG
AATTCACTTT
AATTGATTTA
ACCAACAAAC
TACCGAAACA
CTTAGTGACA
ATAGCGACGG
ATTTTTGATG
GAATGACTTC
ATAATGGTTC
TTTTCTCTTT
TATCAATAAT
TCATTAATAA
CATTCTGTTT
GGAATTGTCA
CGACTGTACT
AGTTGAAGAA
TATCAAAGAG

Longitud de la secuencia: 1000 nucleétidos

Tipo de secuencia: nucledtidos

Numero de hélices: doble hélice

Configuracion de la secuencia: lineal

Tipo de molécula secuenciada: ADN genémico

Origen de la molécula: Streptococcus pneumoniae Rcl9

TATGACCGAT
AATGTTTTAA
CCTTTAAAAA
TCAACTARAG
TATTTTTAAA
GATTGATTCT
AGATAAAAAT
GACAATTGGA
GACTTTTAGT
TAAAACAAGA
AGGGTGATAA
AGAGTTAGGT
GTGTATCTAA
AAAGAGTTTT
GGGGAAATTG
CTATTATTCC
AATAGTAATT
AGGTAATTCA
GTGATGGTTA
GATAGGCCTA
TTTTACAGTC
GGTTTTTATA
TATTTTGACA

GATGAAGAAA
TCAAGATAAG
AACACAAAAG
CACCCATTAG
ATATATATTT
AATGAAGAAA
TTAGGAGGCA
AGAGAAAAGA
ATAACCACAG
AGGATATAAA
ACTCAAATAC
TATTGGGATA
AACATTCTCT
ATGATTTATA
TTTCCCAAAA
ATGGACTTCA
ACCTTCTACC
ATATATTTAC
TCATGCAGGA
ATGACTGGCT
GGTTTTCTAA
TTACAGCTCC
ATCTTGCTTG

900

950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
19850
2000
2009

Fuente experimental inmediata de la secuencia: fragmento de DNA de 1 kb obtenido por PCR

Caracteristicas de la secuencia: gen malR conteniendo una delecién de 12 nucleétidos

nucledtidos 1-987 gen malR
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ATGCCCGTTA
ARCCGTAACC
AAAAACGCGT
AACGCTCGTA
TCCTGATGAC
TACGTGGCAT
GCAACAGGGA
CTACGGCAAG
ACCCTCTCGT
GGTAAATCTC
AGCTGGTTTT
TTGCCTTTAT
ACAGGCTATG
TCGCATCTAC
GCAAGCGATT
GATAGCCTCC
GGATGTCCCT
CAGCCTATGT
ACTATTCTCC
CCGTCAATTG
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CGATTAAAGA
CGTGTTATTC
TCGCAAAGCT
GCTTGGTAAG
TCAGACGCCT
CTCTCAAGTC
AAGATGAGAA
CGTGTAGATG
AAAACTCGTC
TATCTCCTTT
GATGCGACTG
CGGAGGAAGT
AACAGGCGCT
TTTGCCGACG
ATTCAAGCAC
TAGCTGAAGG
GTTCTCAGCT
CGATATCAAT
AGATTATTAA
ATCGCCCACA

CGTGGCCAAG
AAAATAAATC
ATGAAGGAAC
CAGCTATACT
TCTACCAGAA
GCATCTGAAA
GGAGCGTCTC
GGCTAATCTT
GCAGAAGAAC
CATCCCACTT
AATATTTCAT
AAAAAGCTCT
TAAACATTAC
AGTTTCTGGA
GATCCACAAA
TGTTTGTAAC
TTGACTCGGT
AGTTTAGAGC
TGATAATAAA
AAATTATCGA

10

nucleétidos delecionados 166-177 del gen, marcados en negrita.

GCTGCTGGTG
AACCATTAGC
TCAACTACCA
CAGGTTATCG
TCCTTTCTTT
ACCACTATGC
AACGCTATTT
TCTCTATGCC
AGTTCCCCTT
GTCGACAACG
CAAAAAAGGC
TCGTGACCAA
AAACTTACCA
AGAAAAGGGC
TTGATGCTAT
TATATTGCCA
TAATCCCAAG
TTGGTCGTGT
AACAATAAAC
AAAATAA

TTTCGCCTTC
GACGAAACAA
CCCAAACCTC
GATTAGTTCT
CCATCGGTTC
CATTCAGATA
CACAAATGGT
CAAGAAGAAG
CCTTATCCTA
ACAATGTTCA
TGCAAACGCA
AGACCGTTTA
CTGACAACAA
TATAAATTTA
CATCACAACC
AACACCAGCT
CTCAACTTGG
TTCCCTTGAA
AAATTTGTTA

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
987
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REIVINDICACIONES

1. ADN recombinante caracterizado porque estd constituido por la secuencia del gen gfp de Aequo-
rea victoria y por la secuencia del promotor malM que regula su expresion.

2. Vector de expresién génica caracterizado porque contiene el ADN recombinante segin la reivin-
dicacién 1.

3. Vector de expresion génica segun reivindicacion 2 caracterizado porque pertenece al grupo si-
guiente: pLSTO0GFP, pLS69GFP y pLS1GFP.

4. Células transformadas caracterizadas porque contienen los vectores de expresion génica segin
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 3.

5. Células transformadas caracterizadas porque contienen el ADN recombinante segin la reivindi-
cacion 1 integrado en el cromosoma bacteriano.

6. Células transformadas segin una cualquiera de las reivindicaciones 4 y 5 caracterizadas porque
pertenecen al grupo de bacterias gram-positivas, microaeréfilas y acidificantes de los medios de cultivo.

7. Células transformadas segun reivindicacién 6 caracterizadas porque pertenecen al grupo siguiente:
Streptococcus pneumoniae, E. coli'y Lactococcus Lactis.

8. Células transformadas segin reivindicaciéon 7 caracterizadas porque pertenecen al grupo si-
guiente: R61 [pLS7T0GFP] (CECT 5162), T4[pLS69GFP] (CECT 5160), R61[malM::gfpcat] (CECT 5158),
E. coli C600[pLS1GFP] (CECT 5157), R19[pLS70GFP] (CECT 5159), R19[malM::gfpcat] (CECT 5161),
M61363[pLS1GFP] (CECT 5163).

9. Método de deteccion de las células transformadas segin una cualquiera de las reivindicaciones 4 a
la 8, caracterizado por las siguientes etapas:

- determinacién de los niveles de fluorescencia en estas células

- determinacién de los niveles de fluorescencia en las células control (estirpes isogénicas no portadoras
del gen gfp), y

- identificacién de las células comparando los niveles de fluorescencia.

10. Método de deteccién de las células transformadas segun la reivindicaciéon 9, caracterizado por-
que la determinacion de los niveles de fluorescencia se realiza mediante espectrometria de fluorescencia o
por microscopia de contraste de fase y de fluorescencia.

11. Uso de las células segtin una cualquiera de las reivindicaciones 4 a la 8 y pertenecientes a la especie
de S. pneumoniae en la determinacion de la capacidad colonizadora de las mismas en cultivos de tejido
humano y en modelos animales.

12. Uso de las células segtin una cualquiera de las reivindicaciones 4 a la 8 y pertenecientes a la especie

de L. lactis en la determinacién de la capacidad colonizadora de las mismas en los cultivos iniciadores de
fermentaciones lacteas.

11
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