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Introduccion. El sistema de expresion termoinducible de
Escherichia coli tiene un gran interés a nivel biotecnolégico
para la produccidon de proteinas recombinantes en la
industria. Se basa en los promotores fuertes pL y/o pR
regulados por el represor mutante termolabil cI857 del
bacteriéfago A. Con este sistema de induccién se evita la
adicion de inductores quimicos que pueden ser toxicos y
costosos 'y, ademds, se minimizan riesgos de
contaminacion &2, Sin embargo, la termoinduccioén lleva a
la activacion de la respuesta de choque térmico que inicia
con la expresion de chaperonas y proteasas involucradas
en la degradacion y correcto plegamiento de la proteina
recombinante @4, Por otro lado, el antigeno de secrecion
ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis, se ha
considerado importante para el disefio de herramientas
diagnésticas contra la tuberculosis, ademas de tener un
papel importante en la respuesta celular inmune ©®. El
objetivo principal es obtener y caracterizar una clona de E.
coli recombinante productora de ESAT-6, usando un
sistema de expresion inducido por temperatura.

Metodologia. Se realizé el disefio y construcciéon del
plasmido con la secuencia codificante de ESAT-6.
Después se realiz6 la transformacion de la cepa de E. coli
ATCC 53606 con el plasmido realizando la seleccién de
clona transformada por PCR. Mé&s adelante, se realizaron
cinéticas de crecimiento de la clona transformada en
matraces de 250 mL y en biorreactores de 1 L a 30°C.
Para la expresién de la proteina recombinante ESAT-6, se
indujo a 39°C y 42°C. El crecimiento se analiz6 a través de
los cambios de densidad optica (D.O.) (600 nm) en
espectrofotometro. Tras la recuperacion y solubilizacion de
los cuerpos de inclusiobn de E. coli, se comprobd la
expresion de la ESAT-6 recombinante en geles de SDS-
PAGE tefiidos con azul de Coomasie y Western blot.

Resultados. Construccion del plasmido pAblue+ESATS6,
transformacién de E. coli 53606 y expresion de la proteina
ESAT-6. Una vez construido el plasmido, se realiz6 la
transformacion  bacteriana 'y se comprob6  por
secuenciacion y PCR (Figura 1A). Luego se realizaron
cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606
recombinante para comprobar la produccién de proteina
ESAT-6, observando su expresion en forma insoluble o en
cuerpos de inclusién (Fig. 1B).
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Fig. 1. Expresion de ESAT-6 en E. coli 53606 recombinante. 1A,
amplificacién por PCR de la secuencia del plasmido. 1B, izquierda: gel
SDS-PAGE tefiido con Coomasie, en el ultimo carril se observa una
banda aproximadamente a 13 kDa en cuerpos de inclusién; derecha:
Western blot utilizando anticuerpo anti-ESAT6 (Thermo-Scientific).

Caracterizacion de crecimiento de clona productora de
ESAT-6. Se realizaron cinéticas de crecimiento de la cepa
E. coli ATCC 53606 recombinante con medio minimo a
diferentes temperaturas (30, 39 y 42° C), observando que
bajo un sistema termoinducido, hay una disminucién en la
biomasa final y en la velocidad de crecimiento (Fig. 2).
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Fig. 2. Cinética de crecimiento de la cepa recombinante E. coli ATCC

53606 en matraces a 200 rpm usando medio minimo, bajo diferentes
condiciones de induccion (6 hrs. de crecimiento).
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Conclusiones. La construccion del plasmido pAblue con
el gen de ESAT-6 fue realizada correctamente. Se observé
expresion de ESAT-6 recombinante en cuerpos de
inclusién cuando se elevd la temperatura a 39° C y 42° C.
Se observé una disminucién en la densidad celular y en la
velocidad especifica de crecimiento en los cultivos
termoinducidos.

Agradecimientos. CONACYT 178528, 214404 y 220795; PAPIIT-UNAM
IN-210013 y IN-209113.

Bibliografia.

(1) Valdez-Cruz N.A., Caspeta L., Pérez N.O., Ramirez O.T., Trujillo-Roldan M.A.
(2010). Microb Cell Fact, 9:18.

(2) Caspeta L., Lara A., Pérez N., Flores N., Bolivar F., Ramirez O. (2013). J
Biotechnol, 167: 47— 55.

(3) Harcum S., Haddadin F. (2006). J Ind Microbiol Biotechnol, 33: 801-814.

(4) Valdez-Cruz N.A., Ramirez O.T., Trujillo-Roldan M.A. (2011). Bioeng Bugs, 2: 2.
(5) Van Pinxteren L.A.H., Ravn P., Agger E.M., Pollock J., Andersen P. (2000). Clin
Diagn Lab Immun, 7: 155-160.



