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Introducciéon. La familia proteica PE/PE-PGRS
constituye cerca del 5% del genoma de M. tuberculosis y
se haya altamente conservada en micobacterias
patdgenas (1). Estas proteinas juegan papeles en la
patogénesis de la bacteria, ain no muy bien
determinados (3). Estas proteinas tienen una regién
amino-terminal de 110 aminoacidos conservada (PE) y
un carboxilo-terminal rico en Glicina y Cisteina de 175 a
550 aminoacidos (2). En este trabajo se caracterizé la
produccion de la proteina recombinante PE-PGRS26 de
M. tuberculosis en E. coli en cultivos en matraces y en
biorreactor en lote y alimentados, con la finalidad de
determinar si esta puede ser usada para desarrollar
nuevas vacunas o sistemas diagnésticos contra la
tuberculosis.

Metodologia. Se gener6 un banco maestro y uno de
trabajo de E. coli Rosetta (DE3) pET22-PE-PGRS26. Se
evaluo la edad y concentracion de induccién con IPTG.
Se uso medio LB en todos los cultivos. Estos se llevaron
a cabo en un reactor de 1.0 L (Applikon, USA), a 37°C,
pH 7.2 £ 0.2 y oxigeno disuelto mayor a 30%. La proteina
rPE-PGRS26 fue obtenida a partir de cuerpos de
inclusion (Cl), los que fueron recuperados por ruptura con
lisozima y sonicacién y lavados con buffer de fosfatos. La
concentracién de biomasa se midi6 por espectrofometria,
la concentracibn e identidad de la proteina por
densitometria en geles de acrilamida, Bradford vy
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.

Resultados y discusion. El proceso de produccién de
rPE-PGRS26 de cultivos en matraces y en biorreactor en
lote no presenté diferencias en el rendimiento
proteina/biomasa (fig. 1). Sin embargo, en aquellos
cultivos alimentados con glucosa (10%), la concentracién
de rPE-PGRS26 fue casi del doble que en cultivos en
lote. Se obtuvo una densidad celular de 2.9 u.a. a 600 nm
en matraces, 3.9 u.a. en cultivos en lote y 9.6 u.a. en
cultivos alimentados con glucosa al 10%. La proporcién
de rPE-PGRS26 en los C.l. obtenidos alcanzé al menos
60% en todas las estrategias de cultivo (fig. 1). La
identidad de la proteina se verific6 por WB con un
anticuerpo anti-histidina (fig 2). El proceso de purificacion
de la proteina recombinante alcanz6 purezas superiores
a 80% (fig. 1). Las fracciones ricas en proteina (fig. 3)
fueron dializadas para poder ser utilizadas en estudios

comparativos de respuesta inmune de la familia de
PE/PE-PGRS con otras proteinas antigénicas de M.
tuberculosis.
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Fig. 1. Produccion de rPE-PGRS26 en cultivos en (a) matraz,

(b) Lote y (c) Lote alimentado. Ademas, de la recuperacion de
rPE-PGRS26 en (d) cuerpos de inclusion y (e) purificada.
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Fig 2. Western blot de un cultivo en lote a diferentes tiempos de
post-induccion (0, 1, 2, 3,4 y 5.5 de induccidn).
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Fig. 3. Dot-blot de fracciones purificadas por cromatografia de
afinidad.

Conclusiones. Se logré establecer el proceso de

produccién de rPE-PGRS26 de cultivos en matraces y en

biorreactor sin decremento en la productividad de rPE-

PGRS26, manteniendo constantes las condiciones de

cultivo. Adicionalmente, se logré obtener proteina de alta

pureza y que se esta evaluando en un sistema
experimental de diagnostico.
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