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Introduccidn. La tuberculosis (TB) bovina es una de las
enfermedades mas importantes del ganado y es una
amenaza para la salud humana (1). Una de las
principales limitantes en la erradicacién es la incapacidad
de la prueba cutanea derivada de proteinas purificadas
(PPD) de detectar a los animales infectados. Por esto, es
necesario mejorar la capacidad diagnostica sobre la
enfermedad (2). Estudios in vitro han demostrado que los
antigenos ESAT-6 y CFP-10 mejoran la sensibilidad y
especificidad como prueba diagnoéstica, por lo que su uso
podrian ser de gran valor en las pruebas de rutina (3). El
objetivo de este trabajo es determinar la utilidad del
coctel ESAT-6 y CFP-10 en el diagnédstico in vivo de la
TB bovina, por lo que un objetivo especifico es la
produccion de de las proteinas recombinantes.
Metodologia. Se utilizaron dos cepas recombinantes
E.coli Rosetta™ (DE3) bajo el plasmido de expresion
pET15b. Los cuerpos de inclusion se solubilizaron con
6M de urea y las proteinas se purificaron mediante
cromatografia de afinidad a niquel. La concentracién de
biomasa se midi6 por espectrofometria, la concentracion
e identidad de la proteina se determin6 por densitometria
en geles de poliacrilamida, Bradford y Western-blot (WB).
La purificacion se efectué mediante cromatografia de
afinidad en una columna His-trap™ HP (GE healthcare) y
se siguié por Dot-blot. Después de verificar la pureza de
las proteinas se realizaran los estudios inmunolégicos en
bovinos naturalmente infectados.

Resultados y discusion. El sistema de expresion de las
proteinas ESAT-6 y CFP-10 se optimizd en matraces, se
escalé a biorreactor de 1.0 L de volumen de trabajo
controlando el pH, temperatura, y oxigeno disuelto. Los
cultivos en biorreactores presentaron velocidades de
crecimiento mayores que aquellos llevados en matraz
(Cuadro 1), superando por mas del doble la biomasa
obtenida de los cultivos en matraces (fig. 1)

Cuadro 1. Velocidades especificas de crecimiento (h”') de las
cepas en los sistemas de produccion

Rosetta (DE3) Matraz Biorreactor
ESAT-6 0.34 0.80
CFP-10 0.50 0.75
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Fig. 1. Cinéticas de crecimiento de las proteinas ESAT-6 y
CFP-10 en matraz (A) y en biorreactor de 1.0 L (B).
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La induccidén y expresion de las proteinas se hizo con
1mM de IPTG a las 3 horas de cultivo y confirmando en
geles de acrilamida y W.B. (Fig. 2).
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Fig. 2. SDS-PAGE (A) y Western blot (B) de las proteinas

ESAT-6 (10-12 kDa) y CFP-10 (12-14 kDa). No se observa
produccion de las proteinas cuando no hay induccion.

Conclusiones. Se logré obtener altas concentraciones
de ESAT-6 y CFP-10 en cultivos en matraces y en
biorreactor controlado. Estas proteinas podran evaluarse
en el diagnostico in vivo de la tuberculosis bovina.
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