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SUMMARY

Extracellular proteases from a Vibrio cholerae no 0:1 enterotoxigenic strain

The alkaline proteolytic system from a non-agglutinable strain of V. cholerae isolated from water has
been analysed. Maximal levels of extracellular protease activity are produced during the stationary phase of
growth. The proteolytic activity of the system shows a high stability and their synthesis appears to be partially
repressed by glucose. The enzyme system is compossed of four distinct proteolytic enzymes as evidenced by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis with copolymerized gelatin as substrate.

Keywords: Proteases - Vibrio - Fractionation - Electrophoresis.

RESUMEN

Se ha analizado el sistema proteolitico alcalino de una capa de V. cholerae no aglutinable de origen
ambiental. Los niveles mdximos de actividad proteolitica extracelular se producen durante la fase estacionaria
de crecimiento. El sistema enzimdtico es muy estable y sus sintesis es parcialmente reprimida por glucosa. La
actividad proteolitica parece deberse a cuatro enzimas distintos segin se evidencia mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida con SDS y gelatina copolimerizada como substrato.
Palabras clave: Proteasas - Vibrio - Fraccionamiento - Electroforesis.

INTRODUCCION

La importancia bioldgica de las proteasas de
Vibrio cholerae 0:1 y su posible implicacion en
la patogénesis de este microorganismo parece
bien documentada (FINKELSTEIN et al., 1966;
SCHNEIDER & PARKER, 1978; SCHNEIDER &
PARKER, 1982). Sin embargo, los resultados de
los estudios realizados son en ocasiones dispa-
res. SCHNEIDER & PARKER (1982) han des-
crito la existencia de dos proteasas extracelula-
res de pesos moleculares 38 y 22 Kd. YOUNG
& BROADBENT (1982) han puesto de mani-
fiesto la presencia de una proteasa de 35 Kd y
otra de peso molecular no determinado que pa-
rece relacionada con la activacién de la toxina

colérica. La primera parece desdoblarse en
ciertas condiciones en dos picos de actividad
reconocibles por filtracion en gel, lo que se in-
terpreta como debido a la existencia de formas
zimogénicas.

El sistema proteolitico de V. cholerae no 0:1
ha sido menos estudiado que el de cepas de
serotipo 0:1 (MAITI et al., 1981). Puesto que se
admite que la principal diferencia entre estos
microorganismos es precisamente la presencia
del antigeno 0:1, seria de esperar que el modelo
de - produccion de proteasas en ambos tipos
fuera semejante. Para comprobar la validez de
esta suposicion, el presente estudio se inici6é
con objeto de caracterizar de modo preliminar
el sistema proteolitico extracelular de una cepa
de V. cholerae no 0:1 de origen ambiental.

*  Departamento de Microbiologia, Facultad de Biologia, Universidad de Murcia.

33



MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL MI-
CROORGANISMO

El microorganismo utilizado se aislé6 de una mues-
tra de agua tomada de la desembocadura del rio Se-
gura en Guardamar (Alicante) mediante inoculacién
de la muestra en agua de peptona alcalina sin CINa y
resiembras en medio TCBS. Tras pase por medio
TSA la cepa aislada se caracterizd respecto a las si-
guientes propiedades: oxidasa, reduccion de nitratos,
test O/F, arginina-dihidrolasa, lisina y ornitina-decar-
boxilasas, utilizacion de sacarosa, inositol y a-ceto-
glutarato, crecimiento a 42 °C, movilidad y formacion
de string con deoxicolato. La toxigenicidad se ensayo
por el método de SAck & Sack (1975) sobre cultivos
de células adrenales Y-1 y por la prueba de acumula-
cién de fluidos en el asa intestinal de raton lactante.
En ambos casos la cepa mostré caracteristicas ente-
rotoxigénicas. El serotipado se realizé con anticuer-
pos especificos y la cepa fue clasificada como perte-
neciente al grupo no 0:1 o NAG (no aglutinable).

EVALUACION DEL CRECIMIENTO MICRO-
BIANO

La determinacion del crecimiento del microorganismo
en medios de cultivo liquidos se realizé midiendo la
turbidez del cultivo en un colorimetro Spectronic 20 a
600 nm.

MEDIOS DE CULTIVO

Todos los medios e ingredientes utilizados de origen
comercial se obtuvieron de Difco u Oxoid. Otros ingre-
dientes adicionales, en su caso, fueron de calidad anali-
tica. El microorganismo se mantuvo rutinariamente en
medio TSA a 25°C con resiembras periédicas en
TCBS.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

De todas las cepas aisladas de V. cholerae NAG
seglin el anterior esquema, la analizada en este estudio
fue seleccionada por la elevada produccién de protea-
sas extracelulares atendiendo a su comportamiento en
los siguientes ensayos cualitativos:

a) En placas de agar-gelatina (1%) se hicieron poci-
llos radiales que se llenaron con 0’1 ml de sobrenadante
de un cultivo estacionario de cada una de las cepas a
ensayar y pocillos centrales, que recibieron 0’1 ml de
agua destilada como referencia. Tras incubacién a
37 °C durante 12 h las placas se revelaron por inunda-
cién con negro amido al 0’5% en metanol-acético-agua
(30:10:60, v/v) y se lavaron repetidamente con agua
destilada. Las dreas de proteolisis se manifestaron
como halos claros alrededor de los pocillos respectivos
y el didmetro mayor fue registrado en el caso de la cepa
seleccionada.

b) En placas conteniendo Lab-Lemco (0°'3%), gela-
tina (0°'3%), CINa (0'5%) y agar (1’5%) a pH 7°S las
cepas se sembraron en estria y se incubd a 37 °C
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durante 2 dias inundando luego las placas con cloruro
mercurico al 15% en CIH al 10%. La produccion de
proteasas se estimé directamente observando la inten-
sidad de la zona clara alrededor de la zona de creci-
miento bacteriano, que fue mds evidente en el caso de la
cepa estudiada.

¢) Sobre placas radiogrdficas Valca 90 AFW se
colocaron 10 pl de diluciones seriadas de sobrena-
dantes de cultivos estacionarios y se incubd en bafo
himedo a 37 °C durante 15 min. A continuacion se
lav6 con agua destilada y se detecté la actividad me-
diante la aparicion de una zona traslicida debida a
que la gelatina de la emulsion fotogrdfica que resulta
hidrolizada es arrastrada por el lavado con agua
mientras el resto permanece adherida a la placa. La
cepa seleccionada dio ensayos positivos por este
método incluso a diluciones 10~ 2 de sus sobrenadan-
tes de cultivo en medio BHI.

ANALISIS ENZIMATICO

Los ensayos enzimaticos cuantitativos se realiza-
ron segin una modificacion del método de LONG et
al. (1981). Como substrato se utilizé una solucion de
azocaseina (Sigma) al 0’8% en Tris-CIH 50 mM pH
8°0 conteniendo 2mM de Cl,Ca. La actividad proteo-
litica se valoré a 37 °C utilizando como fuente enzi-
madtica sobrenadantes de cultivo libres de células ob-
tenidos por centrifugacion de los cultivos liquidos a
15000 x g durante 10 minutos en una centrifuga Sor-
vall RC-5B. A 0’75 ml de la solucién de substrato se
anadieron 0’25 ml de sobrenadante y tras el apropiado
tiempo de reaccién los ensayos se detuvieron por adi-
cién de 1 ml de dcido tricloroacético al 10%. La mez-
cla se centrifugé de nuevo hasta separar el precipi-
tado proteico no hidrolizado y se obtuvo el sobrena-
dante conteniendo grupos azo- covalentemente aso-
ciados a los productos solubles de reaccion liberados
del substrato por el enzima. Tales grupos son prdcti-
camente incoloros en solucién dcida, por lo que a |
ml de la mezcla de reaccidon se afiaden 1'S ml de
NaOH 0’5N vy el color desarrollado se mide a 440 nm
frente a un blanco obtenido en las mismas condicio-
nes que los ensayos problema pero en el que el dcido
tricloroacético se afade antes que el substrato al ini-
cio de la reaccién. Los valores de lectura se refirieron
en cada caso a una recta patron de azocaseina. La
unidad enzimdtica se definié como la cantidad de en-
zima capaz de degradar y liberar al sobrenadante
dcido el equivalente a 1 mg de azocaseina en 30 mi-
nutos en las condiciones de pH y temperatura des-
critas.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Muestras de sobrenadantes de cultivo se sometie-
ron a filtracién molecular mediante columnas (50 x 2
cm) de gel de Sephadex G-100 (Pharmacia) equili-
brado en tampon Tris-ClH pH 80 con 2 mM Cl,Ca.
Las muestras a cromatografiar se liofilizaron en un
Thermovac TM 210 o se concentraron mediante cd-
maras Minicom 5B inmediatamente antes de su frac-
cionamiento. Las fraciones eluidas (3 ml) se recogie-
ron mediante un colector Gilsorf TDC 80. La proteina




total se estimé por absorbancia a 280 nm en un es-
pectrofotometro Shimadzu UV-1. La columna se ca-
libré usando los siguientes marcadores de peso mole-
cular conocido: citocromo ¢, tripsina, ovoalbiimina y
seroalbimina bovina (Sigma).

ELECTROFORESIS EN CONDICIONES DE
DESNATURALIZACION REVERSIBLE

Se realizaron electroforesis discontinuas en gel de
poliacrilamida en condiciones de desnaturalizacion
reversible segin la técnica de HEUSSEN y DowbDLE
(1980) que, en esencia, consiste en polemizar el gel
incluyendo gelatina; la muestra enzimatica es ademas
parcialmente inactivada por tratamiento suave con
dodecilsulfato sédico (SDS), sin calentamiento ni
tratamiento con agentes reductores, y una vez reali-
zada la electroforesis es renaturalizada por elimina-
cidn del SDS mediante Triton X-100. Las proteasas
pueden entonces hidrolizar in situ la gelatina del gel
y., mediante tincion con negro amido, se identifica su
posiciéon electroforética observando bandas blancas
que corresponden a las zonas de desaparicién de la
gelatina copolimerizada. Los recorridos se realizaron
en nevera a 4 °C utilizando rojo fenol como indicador
y a una intensidad constante de 8 6 20 mA.

RESULTADOS

La produccion del sistema proteolitico fue
ensayada en diversos medios de cultivo. La
cepa seleccionada no mostré crecimiento ni
produccion de proteasa extracelulares en medio
liguido con Triptona-NaCl (Oxoid). En medio
mineral semisintético con Casaminodcidos
(Difco) el crecimiento fue abundante, aunque
tampoco se detecté produccidon de proteasas.
Por el contrario, en medio liquido BHI {(Oxoid)
el microorganismo crecié con facilidad, obser-
vdndose en estadios avanzados de la fase esta-
cionaria un descenso en la absorbancia del cul-
tivo debido a autoaglutinacion celular; en este
medio, en particular, la produccion de protea-
sas fue elevada, comenzando su produccién en
la fase exponencial tardia y alcanzando niveles
mdximos en la fase estacionaria (fig. 1).

La naturaleza extracelular del sistema se
comprobd como se indica a continuacién. Un
cultivo en medio BHI del microorganismo en
fase estacionaria se dividié en dos parte idénti-
cas, una de las cuales se centrifugé hasta obte-
ner por separado el sobrenadante y el sedi-
mento celular; las células obtenidas fueron re-
suspendidas de nuevo en medio BHI y se rea-
1iz6 un triple ensayo de actividad con el cultivo
completo no fraccionado, con el sobrenadante
obtenido de una parte de dicho cultivo y con las
células resultantes tras la resuspension. En este
ultimo caso la actividad fue prdcticamente nula,
mientras que en los dos primeros ensayos se
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FIGUrRa |. Crecimiento de V. cholerae y actividad

exoproteolitica en cultivo en medio BHI a 37 °C con
agitacion.

Growth of V. cholerae and exoproteolytic antivity in BHI medium at
37 °C with shaking.
)

registraron los mismos valores, lo que consti-
tuye una indicacién acerca de la prdctica ine-
xistencia de enzima retenido peripldsmicamente
o ligado a la pared celular. En consecuencia, el
sistema se considera de naturaleza fundamen-
talmente extracelular.

Se analizé in vitro el efecto de algunos facto-
res sobre la actividad enzimdtica del sistema.
En condiciones de ensayo, la actividad enzim4-
tica fue mds notable a valores alcalinos de pH.
Dentro de la zona comprendida entre pH 7y 9
el sistema mostré su mdximo de actividad a pH
8’4. En lo que respecta a la influencia de la
temperatura, la actividad mdxima en condicio-
nes de reaccion se obtuvo a una temperatura de
60 °C (fig. 2). Se estudié asi mismo la termoes-
tabilidad del sistema enzimdtico precalentando
muestras del mismo durante 10 min a distintas
temperaturas y ensayando luego la actividad a
37 °C. Los resultados indican (fig. 2) que a la
temperatura standard de reaccién el sistema es
estable. El sistema alin retiene aproximada-
mente el 50% de la actividad alrededor de 62 °C
y se inactiva completamente a temperaturas su-
periores a los 70 °C.

Por otra parte, laliofilizacion o diversos ciclos
de congelacion y descongelacion no provocaron
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FiGURA 2. Efecto de la temperatura sobre la activi-

dad proteolitica (linea continua) y sobre la termoesta-
bilidad enzimdtica (linea discontinua). Para el estudio
de la termoestabilidad, el sistema se sometié a pre-
tratamientos de 10 min a las temperaturas indicadas y
se realizo a continuacion la reaccion en las condicio-
nes standard.
Effect of temperature on t1e proteolytic activity (continuous line) and
enzyme stability (discontinuous line). To study the thermostability, the
system was subjected to 10 min pretreatments at the temperatures

shown and the enzyme reactions carried out thereafter under standard
conditions.

ningin efecto apzrente sobre la actividad enzi-
madtica, revelando una notable estabilidad del
sistema. El sistema no mostré, ademds, varia-
cidn en la actividad tras ser sometido a didlisis
prolongada a 4 °C frente a agua desionizada, lo
que indica la ausencia de requerimientos ioni-
cos especificos para su estabilidad. El Ca™* ™,
que constituye un componente rutinariamente
incluido en los ensayos de reacciéon de muchas
proteasas, no tiene ninguna influencia en este
caso ni sobre la estabilidad ni sobre la actividad
enzimdtica del sistema.

Se ensayd, asi mismo, el efecto de otros ca-
tiones e inhibidores potenciales de proteasas,
adicionados a la mezcla de reaccién conte-
niendo enzima dializado. Los resultados (tabla
1) indican que, entre los metales, la mdxima
capacidad inhibitoria la desarrolla el Hg*. En-
tre los inhibidores cldsicos de proteasas, nin-
guno parece afectar la actividad de forma des-
tacable y tan sélo la cisteina parece desarrollar
un efecto de inhibicién parcial significativa.

Para comprobar la posible regulacion de la
sintesis del sistema exoproteolitico mediante
represion catabdlica por fuente carbonada se
inoculd una dilucién 1:100 de un cultivo en fase
estacionaria temprana en distintos matraces
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TaBLE 1. Efecto de diversos cationes e inhibidores
sobre la actividad del sistema exoproteolitico.

Effect of several cations and inhibitors on the enzyme activity of the
proteolytic system.

CONCENTRACION % ACTIVIDAD

ADICION (mM) RELATIVA
Ninguna —_ 100
Hg 1 35
Ag’ 1 75
Zn** 1 59
Cu*? 1 68
Fe*™ | 77
Iodoacetato 1 103
Iodoacetato 2.5 90
Cisteina 1 80
Cisteina 2.5 67
Citrato 1 100
EDTA 1 105
EDTA 5 99
EDTA 10 93
PMSF 2 86

conteniendo BHI suplementado con cantidades
variables de glucosa. Los cultivos se incubaron
durante 6 h y se estimd a continuacion la acti-
vidad y el crecimiento. Los resultados mostra-
ron que la adicién de glucosa origind un au-
mento en la tasa de crecimiento y un descenso
en la produccién de proteasa extracelular, tanto
en unidades enzimdticas por mililitro como en
unidades por densidad celular fija medida por

-
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Figura 3. Efecto de la glucosa en la produccion de

exoproteasas. Para detalles experimentales, ver
texto.

Effect of glucose on the production of exoproteolytic activity. For ex-
perimental details, see text.
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fracciones no representadas la actividad proteolitica fue nula y la cantidad de proteina muy baja (A ;50 < 0.05).

E[ution pattern of supernatants from cell cultures throughout a column of Sephadex G100, Continuous line: proteslytic activity on azocasein.
Discontinuous line: total protein measured as absorbance at 280 nm. In fractions with results not shown, the enzyine activity was null and the
amount of protein very low (A, < 0.05).

absorbancia a 600 nm. Este efecto no aumento
a concentraciones de glucosa presente superio-
res a 0°4% (fig. 3).

El fraccionamiento del sistema mediante fil-
tracion en gel de Sephadex G100 mostré la apa-
ricién de dos picos de actividad mayoritaria,
con elucién muy préxima, y una larga zona de
actividad residual de elucion posterior (fig. 4).
Los pesos moleculares aparentes de los com-
ponentes principales, obtenidos por calibracién
con proteinas de peso moleculai conocido, fue-
ron 37 y 29 Kd.

Todas las fracciones obtenidas por filtracién
se ensayaron simultineamente para actividad
proteolitica tanto por el método standard de
valoracién como por el método cualitativo so-
bre placa radiogrdfica. En estos ensayos se
comprobé que, en todos los casos, las fraccio-
nes resultaban positivas por los dos métodos o
bien negativas por ambos, lo que sugiere que
estos enzimas tienen tanto actividad gelatinoli-
tica como caseinolitica.

La electroforesis del sistema en condiciones
de desnaturalizacion reversible revel6 la apari-
cion de al menos cuatro bandas reconocibles
correspondientes a cuatro enzimas extracelula-
res distintos (fig. 5). La primera banda deja
aparentemente tras de si un rastro de gelatina
parcialmente degradada que parece deberse a

“una insuficiente desnaturalizacién enzimdtica
durante el recorrido, ya que en ensayos para-
lelos con el sistema enzimdtico desnaturalizado

por calor no se aprecié ninguna huella de gela-
tinolisis.

DISCUSION

Dos han sido los objetivos que se han preten-
dido cubrir en este trabajo. Por un lado, carac-
terizar globalmente el sistema proteolitico ex-
tracelular de una cepa de V. cholerae no 0:1 y
compararlo con el descrito en la bibliografia
para otras cepas de la misma especie por andli-
sis mediante otras técnicas, y por otro, adaptar
un método electroforético inicialmente descrito
para deteccion de activadores de plasmindgeno
(HEUSSEN & DOWLE, 1980) a la deteccion de
proteasas microbianas.

La mayor parte de las proteinas que secretan
las bacterias son enzimas, y de éstas la mayor
parte suelen ser proteasas (AUNSTRUP, 1980).
Los datos sobre la caracterizacion del sistema
proteolitico extracelular de la cepa estudiada
indican que los dos enzimas con mayor activi-
dad, de los cuatro detectados por electroforesis
con actividad proteolitica, exhiben pesos mole-
culares de 37 y 29 Kd por filtraciéon en gel. Es-
tos resultados coinciden razonablemente con
los de MAITI et al. (1981), que analizaron los
patrones de produccion de exoproteinas en va-
rios biotipos de V. cholerae. En las dos cepas
de V. cholerae no 0:1 estudiadas por dichos
autores se detectaron en SDS-PAGE cuatro
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FIGURrA 5.

Modelo electroforético en placa con gelatina copolimertzada del sistema proteolitico, segin el

método de HEUSSEN & DowLE (1980) a 8 mA.

Electrophoretic pattern of the proteolytic system in a slab gel with copolymerized gelatin according to the method of HEUSSEN & DOWLE (1980)
at 8 mA.

bandas correspondientes a pesos moleculares
de 15, 24, 31 y 37 Kd. Se puede asumir, en
consecuencia, la posible homologia entre las
dos bandas de mayor peso molecular detecta-
das por MAITI et al. (1981) y las de 37 y 29 Kd
detectadas en la cepa analizada por nosotros.
Las otras dos bandas con actividad minoritaria,
de pesos moleculares inferiores, parecen co-
rresponder a la zona de actividad residual que
se evidencia por cromatografia en columna tras
la elucién de los picos mayoritarios (fig. 4).
Esta actividad posiblemente se correlacione
con las bandas de 24 y 15 Kd encontradas por
MAITI et al. (1981). Parece, por tanto, haber
poca variabilidad en cuanto a las proteasas ex-
tracelulares en estas dos cepas de V. cholerae
no 0:1 analizadas independientemente.

No estd claro si realmente el patron detec-
tado revela cuatro enzimas independientes o si
algunas bandas electroforéticas corresponden a
formas parcialmente degradadas, con actividad
enzimdtica y derivadas de los otros componen-
tes mayoritarios. Tal situacion ha sido descrita
en sistemas andlogos (YOUNG & BROAD-
BENT, 1982). Sin embargo, la estabilidad del
patron obtenido bajo diversas circunstancias
(congelacion y descongelacion, incubacion pre-
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via..., etc.) apoyan la existencia independiente
de los enzimas detectados.

Los resultados respecto a la regulacion del
sistema por represion catabdlica parecen sus-
tentar la idea de una regulaciéon compleja. Aun-
que existe una correlacion inversa entre creci-
miento celular y producciéon de exoproteasas
(fig. 3), la mera presencia de glucosa no parece
inhibir totalmente esta produccion, ya que las
células estacionarias muestran un cierto nivel
de produccién independientemente de la pre-
sencia de glucosa en exceso. Esta situacion su-
giere que solo la sintesis de algunas especies
moleculares del sistema estd sujeta a represion
catabdlica y constituye una evidencia indirecta
adicional del cardcter multicomponente del
sistema.

La adecuacién del método electroforético de
HEUSSEN & DOWLE (1980) ha resultado ser
un instrumento qtil de andlisis para la deteccion
de proteasas microbianas. El protocolo previa-
mente establecido resulta adecuado para el
andlisis de estos enzimas, con la Gnica salvedad
de la existencia de un «tracking» producido du-
rante el desarrollo por la banda mds lenta con
actividad enzimdtica. Este efecto parece debido
a insuficiente desnaturalizacién mds bien que a




un excesivo calentamiento localizado de la ge-
latina o a discontinuidades idnicas de la mezcla,
como sugieren HEUSSEN & DOWLE (1980).
Una dificultad adicional que presenta este mé-
todo es que al ser el gel mds denso por la pre-
sencia de gelatina copolimerizada, las muestras
emigran lentamente y se hacen necesarios lar-
gos tiempos de desarrollo. La presencia de ge-
latina, ademds, impide establecer una correla-
cién entre distancia de recorrido y logaritmo de
los pesos moleculares de proteinas de calibra-
cién como en otras técnicas electroforéticas.
No obstante, representa un método electrofo-
rético comodo que hace innecesario superponer
una matriz proteica al gel para evidenciar los
enzimas implicados. Se manifiesta también una
ligera difusion de las bandas, que varia en fun-
cion del tiempo de incubacion de la placa elec-
troforética tras la renaturalizacion.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece a G. Victoria la colaboracion
prestada en el aislamiento y caracterizacion de
la cepa estudiada. La toxigenicidad de esta
cepa fue determinada en colaboracion con el
Centro de Microbiologia e Inmunologia Sanita-
rias, Majadahonda (Madrid). Se agradece tam-
bién al Centro Nacional de Referencia de Vi-
brio (Madrid) la ayuda suministrada para de-
terminar el serotipo del microorganismo.

BIBLIOGRAFIA

AUNSTRUP, P. K. 1980. Proteinases. En: Economic
Microbiology, vol. V. RosE, A. H. (ed.). Acade-
mic Press. London.

FINKELSTEIN, R. A.; SOBOCINSKI, P. Z.; ATTHASAM-
PUNNA, P. & CHARUNMETHEE, P. 1966. Pathoge-
nesis of experimental cholera: identification of
choleragen (procholeragen A) by disc inmunoe-
lectrophoresis and its diferentiation from cholera
mucinase. J. Inmunol. 97: 25-33.

Heussen, C. & DowLE, E. B. 1980. Electrophoretic
analysis of plasminogen activators in polyacryla-
mide gels containing sodium dodecyl sulfate and
copolymerized substrates. Anal. Biochem. 102:
196-202.

LoNG, S.; MOTHIBELI, M. A.; RoBB, F. T. & Woobs,
D. R. 1981. Regulation of extracellular alkaline
protease activity by hystidine in a collagenolytic
Vibrio alginolyticus strain. J. Gen. Microbiol. 127:
193-199.

Maiti, M.; Sur, P. & CHATTERIEE, S. N. 198]. Po-
lyacrylamide gel electrophoresis and infrared
spectroscopy of Vibrio biotypes. Can. J. Micro-
biol. 27: 1.048-1.052.

Sack, D. A. & Sack, R. B. 1975. Test for enterotoxi-
genic Escherichia coli using Y-1 adrenal cells in
miniculture. Inf. Inmun. 11: 334-336.

SCHNEIDER, D. & ParkEr, C. 1978. Isolation and
characterization of protease-deficient mutants of
Vibrio cholerae. J. Infect. Dis. 138: 942-958.

— 1982. Purification and characterization of the mu-
cinase of Vibrio cholerae. J. Infect. Dis. 145: 474-
482.

YoUNG, D. B. & BrROADBENT. D. A. 1982. Biochemi-
cal characterization of extracellular proteases
from Vibrio cholerae. Inf. Inmun. 37: 875-883.

39



