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Influencia del medio de cultivo sobre la cinética de crecimiento y expresion
de la proteina recombinante Rv2626c de Mycobacterium tuberculosis H37Rv
expresada en Streptomyces lividans TK24
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Streptomyces lividans, ha ganado gran atencion en los Ultimos tiempos, como vector de expresion y produccion
de proteinas de Mycobacterium tuberculosis de interés biomédico, como alternativa a su obtencion tradicional en
E. coli. La proteina Rv2626¢, Proteina de Respuesta Hipoxica 1, es codificada por el gen Rv2626¢ (hrpl) de M.
tuberculosis, perteneciente al regulon de la fase de latencia DosR. Esta proteina se sobre-expresa en la fase de latencia
de la tuberculosis bajo condiciones de estrés como hipoxia y bajos niveles, de 6xido nitrico. Se ha demostrado la
inmunogenicidad y capacidad de esta proteina, de inducir citocinas caracteristicas del patron Th-1, tales como el
interferon gamma. Por ello, nuestro grupo logré la obtencion de Rv2626¢ por la tecnologia del ADN recombinante
usando como cepa hospedera Streptomyces lividans TK24. Con el objetivo de aumentar el nivel de expresion de la
proteina recombinante, ¥Rv2626¢ en este trabajo se ensayaron diferentes medios de cultivo, evaluando el crecimiento
de la cepa transformada en condiciones de zaranda. Se determiné la cinética de crecimiento en el medio definido,
formulado industrialmente en el Centro Nacional de Biopreparados: caldo Triptona Soya (TSB-BioCen) y en medio
de cultivo equivalente preparado en el laboratorio. Para establecer la cinética de crecimiento, se utilizo el calculo del
peso seco y la determinacion de la concentracion de proteinas totales por la técnica de acido bicinconinico (BCA)
a diferentes tiempos del cultivo. Posteriormente, se identificod la proteina clonada mediante SDS-PAGE y Western
Blotting, asi como los niveles de expresion mediante analisis densitométrico. Los resultados indican que se alcanzaron
los méaximos niveles de densidad celular a las 36 h de cultivo y los mas altos niveles de expresion proteica total y
especifica entre las 42 y 54 h. Con el medio quimicamente definido TSB-Biocen preformulado en lugar del preparado
en el laboratorio partiendo de los componentes, se logro reducir el tiempo optimo para la expresion-secrecion de la
proteina rv2626¢ de 96 a 54 h. Los mejores resultados en la promocion de la expresion de la proteina recombinante
se lograron con el medio definido TSB-BioCen, a las 48 h con 8,5% de rendimiento especifico, superando en mas de
10 veces los niveles de crecimiento celular obtenidos con el medio elaborado en el laboratorio y mas de dos veces los
niveles de secrecion de la proteina recombinante.

Palabras clave: Streptomyces lividans, medio de cultivo, Mycobacterium tuberculosis, proteina de respuesta
hipoxica, Rv2626c¢.

Introduccion Aunque la E. coli ha sido el hospedero, por excelencia,
mas empleado para la obtencion de antigenos proteicos
de otros microorganismos incluyendo Mtb (1-3), debido
a que existen una amplia gama de conocimientos,
informaciones y herramientas para su manejo
genético, este sistema presenta limitaciones como
problemas graves de contaminacion con endotoxina o

Streptomyces lividans, ha ganado gran atencion en
los ultimos tiempos, como vector de expresion y
produccion de proteinas de Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) de interés biomédico, como una alternativa eficaz
y eficiente al sistema tradicional de Escherichia coli.
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contaminantes residuales de E. coli, los cuales pudieran
inducir la produccién de citocinas no-especificas.
Ademas, muchas proteinas recombinantes obtenidas en
E. coli se acumulan inactivas en cuerpos de inclusion,
lo cual dificulta los procesos de replegamiento de estas
proteinas en su conformacion nativa y puede afectar
su actividad biolégica y hace que los procesos de
purificacion sean complejos y extensos, con un costo
elevado.

Streptomyces son bacterias aerobicas Gram-positivas
provenientes de la tierra que, al igual que Ilas
micobacterias (4), pertenecen al orden Actinomycetales.
La mayoria de las especies de Streptomyces son
microorganismos no patdégenos, tienen un genoma con
alto contenido de G + C en su ADN y son bien conocidos
por su alta capacidad de secretar grandes cantidades
de metabolitos secundarios tales como: antibioticos,
fungicidas, herbicidas o enzimas extracelulares (5). Su
probada excelencia en la capacidad de expresion, unido
al hecho de que las proteinas clonadas son secretadas
al medio de cultivo, convierten a Streptomyces en un
hospedero atractivo para la expresiéon de proteinas
recombinantes de Mtb.

Nuestro grupo de trabajo ha clonado el gen hrpl de
Mtb en S. lividans cepa TK24 provisto con la secuencia
codificadora 3'-Strep-tag®II y bajo el control de las
secuencias reguladoras del inhibidor subtilisin S.
venezuelae CBS762.70 (vsi) (6), lograndose de esta
manera la expresion y secrecion de la proteina #rRv2626¢
de Mth, en las condiciones de cultivo descritas por
Pimienta y col. en 2007 (7).

Dentro de los Streptomyces, se seleccion6 S. lividans
TK24 (derivado de S. lividans 66) para el clonaje y
expresion de la proteina rRv2626¢, pues la misma
carece de un sistema de restriccion inminente, presente
en otras especies y tiene actividad proteolitica enddgena
mas baja que otras especies de Streptomyces. Ademas,
S. lividans ha demostrado ser, repetidamente, un valioso
hospedero en la secrecion de proteinas heterdlogas tanto
procariotas como eucariotas y numerosos reportes han
mostrado que ciertas proteinas, que no han podido ser
obtenidas en E. coli, son producidas eficientemente por S.
lividans. Por otra parte, el empleo de Streptomyces evita
la eliminacion de endotoxinas bacterianas, presentes en
la membrana externa de las bacterias Gram-negativas
como E. coli (8, 9).

La cantidad total de rRV2626¢ (Strep-tagged Rv2626¢)
secretada por S. [lividans, obtenida por Ayala y col.
en 2013 (6), empleando el medio de cultivo caldo
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triptona soya (TSB, siglas en inglés), compuesto por
(triptona 1,7%; harina de soya cubana 0,3%; glucosa
1%; NaCL 0,5%; K.HPO, 0,25%) (6), preparado en el
laboratorio a partir de sus componentes individuales, fue
aproximadamente 4 mg de proteina/L de sobrenadante
de cultivo fermentado (6).

Aunque este resultado fue alentador, era necesario
aumentar la cantidad de proteina secretada, por ello
se decidio evaluar el medio de cultivo TSB formulado
industrialmente en el Centro Nacional de Biopreparados
de Cuba (BioCen), que contiene entre sus ingredientes
el hidrolizado enzimatico de caseina. Por tal razon, el
objetivo de este trabajo fue el estudio comparativo de
la influencia de medio de cultivo sobre la cinética de
crecimiento y la expresion de la proteina recombinante
rRv2626¢ de Mtb H37Rv expresada en S. lividans
TK24. Especificamente, comparamos los medios TSB
preparado en laboratorio y TSB formulado por BioCen.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas

Se utilizo la cepa de S. lividans TK24, procedente
de John Innes Foundation, Norwich, UK y la cepa S.
lividans TK24 transformada con el plasmido [pl/-
pvsi-rv2626c¢-Strep-tag 1I], ambas conservadas como
suspensiones de esporas o de micelio por congelacion a
—70°C en glicerol al 20%.

Medios y condiciones de cultivo

Para obtener las suspensiones de esporas de las cepas
de S. lividans TK24 salvaje y transformada, se utilizo el
medio de cultivo solido manitol-soya al 2%, compuesto
por: agar, harina de soya, manitol, todos al 2% y agua csp.,
para el crecimiento de la cepa transformada se adiciona al
medio tiostreptona a una concentracion de 50 pg/mlL.

Para propagar las cepas de S. lividans TK24 [plJ-pvsi-
rv2626c-Strep-tag 1] y S. lividans TK24, se utilizo el
medio Caldo Triptona-Soya, suplementado con sacarosa
y extracto de levadura, de la casa comercial Merck
(Alemania) (BTSB- Dayson) pH 7,2 (Tabla 1) (10).

Los medios de cultivo ensayados para la produccion y
expresion de la proteina recombinante fueron:1) medio
liquido TSB (10) pH 7.2 (preparado con los ingredientes
individuales en el laboratorio segiin se describe en la
Tabla 2, (TSB-Lab); 2) medio liquido TSB-BioCen pH
7,2, preparado a 30 g/L segun recomendaciones del
fabricante (Tabla 3). Ambos medios fueron esterilizados
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Tabla 1. Composicion quimica de medio BTSB - Dayson.

No. Ingredientes Cz::ltziad
1 Hidrolizado enzimatico de caseina 1,7

2 Peptona de soya 0,3

3 Dextrosa 1

4 K,HPO, 0,25

5 NaCL 0,5

6 Sacarosa 10

7 Extracto de Levadura 1

8 *Tiostreptona [10 pg/mL]

*Se adiciona al medio de cultivo para el crecimiento de la cepa
transformada.

Tabla 2. Composicion quimica de medio TSB, preparado
en laboratorio.

No. Ingredientes Ci:lltt‘/ioad
1 Triptona 1,7

2 Harina de soya 0,5

3 Dextrosa 1

4 NaCL 0,5

5 K ,HPO, 0,25

8 *Tiostreptona [10 pg/mL]

*Se adiciona al medio de cultivo para el crecimiento de la cepa
transformada.

Tabla 3. Composicion quimica de medio TSB-BioCen.

No. Ingredientes C::t;lild
1 Hidrolizado enzimatico de caseina 17,0

2 Peptona de Soya 3,0

3 Dextrosa 2,5

4 K,HPO, 2,5

5 NaCL 5

8 *Tiostreptona [10 pg/mL]

*Se adiciona al medio de cultivo para el crecimiento de la cepa
transformada.

en autoclave durante 20 minutos, a 121°C y una atmosfera
de presion.

Condiciones de cultivo de S. lividans TK24 |plJ-
pvsi-rv2626c-Strep-tag 11| y expresion de la proteina
rRv2626¢ en zaranda

Una alicuota de 10* esporas se inoculd en 25 mL del
medio BTSB en enlermeyers de 125 mL y se incubo
por 72 h a 30°C en una zaranda orbital termostatada
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(Info HT) con agitacion de 240 rpm. Posteriormente,
el 2% del cultivo fue inoculado en 100 mL de los dos
medios de cultivos evaluados para la produccion y
expresion de la proteina recombinante (TSB preparado
en el laboratorio y TSB-BioCen), en enlermeyers de
500 mL y se incubd con agitacion de 240 rpm, en
zaranda orbital termostatada a 28°C durante 96 h (11).

Muestreo: Se tomo6 muestras del cultivo cada 6 h, a partir
de las 24 h hasta las 60 h y después cada 12 h hasta las
96 h.

Determinacion de la cinética de crecimiento de
rRv2626¢ en los medios de cultivo evaluados

Para determinar la cinética de crecimiento de rRv2626¢
se utilizo el calculo del peso seco. Para ello se extrajo
1 mL del cultivo en cada tiempo de muestreo en viales
eppendorff de 1,5 mL de volumen (los viales vacios
fueron pesados previamente, hasta peso constante, en
balanza analitica). El micelio (biomasa) fue separado
del sobrenadante por centrifugacion a 4700 g durante
5 min. Posteriormente, las biomasas se secaron a 60°C
por 12 h en una estufa. Después se pesaron los viales
con la biomasa seca, en balanza analitica hasta alcanzar
peso constante, para lo cual los viales se colocaron
en una desecadora durante diez min después de cada
pesada. El calculo del peso seco de la biomasa se
realizd por sustraccion del peso de cada vial al peso
del vial correspondiente que contenia la biomasa y se
expres6 en mg/mL. Se realizaron cinco réplicas de cada
determinacion, considerando no extraer mas del 10% del
contenido del cultivo para no afectar la relacion entre el
crecimiento de esta bacteria filamentosa y la produccion
del metabolito de interés (11).

Determinacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales fue determinada
por el método del acido bicinconinico utilizando el
estuche comercial PierceTM BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, EUA) segtn las recomendaciones
descritas por el fabricante.

Se aplicaron 20 pL/pocillo de la muestra (sobrenadante
de cultivo colectado en los diferentes tiempos) y de
las diluciones doble seriadas de una solucion patrén
de alblimina de suero bovina (BSA por sus siglas en
inglés) desde 2 hasta 0,025 mg/mL para hacer la curva
de calibracion. Luego se afiadieron 200 pL/pocillo de
la mezcla de reactivos, que contenia: solucion alcalina
de acido bicinconinico (Reactivo A) y sulfato ctprico
(Reactivo B) en una proporcion 50+1 (v/v). Se incubd
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a 37°C en estufa durante 30 min y se determiné la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm, en un
lector de microplacas Multiskan (Thermo Scientific,
EUA). Usando el programa Microsoft Excel se realizd
una regresion lineal y se obtuvo la curva de calibracion
a partir de los valores de absorbancia. Las muestras se
calcularon usando la curva de BSA y el resultado se
expreso en mg/mL de proteinas.

Deteccion e identificacion de la proteina rRv2626¢

Electroforesis en gel de poliacrilamida. Se realizo la
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
duodecil sulfato de sodio (SDS/PAGE), en condiciones
reductoras, segiin la metodologia descrita por Laemmli
(12), empleando un gel al 12,5% de acrilamida/
bisacrilamida. El gel contenia en su composicion cada
uno de los reactivos y soluciones necesarios, en las
cantidades estipuladas de acuerdo a las normativas de
trabajo del laboratorio.

Preparacion de las muestras. Las muestras
(sobrenadante de cultivo colectado en los diferentes
tiempos) fueron preparadas a una concentracion de
1 pg/ul. Las diluciones de las muestras se realizaron
en tampon muestra Laemmli utilizando como agente
reductor: DTT (ditiotreitol). Como patron se utilizd
Strep-Tag Protein Ladder de 100-16 kDa. (IBA GmbH,
Alemania).

Corrida electroforética. La corrida -electroforética
se realizd en un equipo para electroforesis vertical
(Bio-Rad, EUA), conectado a una fuente de la misma
compafiia. Se empled un voltaje de 120 V y corriente
libre. Este ensayo se realiz6 siguiendo lo establecido en
los Procedimientos Normalizados de Operaciones, del
laboratorio.

Tincion con nitrato de plata. Una vez finalizada la
corrida electroforética, se extrajo el gel y se mantuvo
en solucion fijadora (metanol, acido acético 5% y
agua) durante 1 h a 20-25°C con agitaciéon constante.
Transcurrido este tiempo se lavo el gel tres veces durante
20 min con solucién de etanol al 50%. Concluido este
paso se mantuvo un minuto en solucion de sensibilizacion
(solucion de tiosulfato de sodio pentahidratado 0,2g/L).
Seguidamente, se lavo con abundante agua tres veces
durante 20 seg exactamente. Posteriormente se inicid
la tincion adicionando al gel una solucion que contenia
nitrato de plata y formaldehido 37% durante 20 min.
Le siguieron dos lavados con agua durante 20 seg cada
uno, para seguidamente incubar el gel en la solucion
reveladora de carbonato de sodio, formaldehido 37% y
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Na,S O, hasta la completa visualizacion de las bandas.
A continuacion, se hicieron dos lavados con agua
durante dos min cada vez y después se mantuvo el gel en
solucion fijadora durante 10 min. Por ultimo, se realizo
un lavado con metanol al 50% durante 20 min.

Identificacion de la proteina rRv2626c. Para la
identificacion de la proteina rRv2626¢ se utilizd
el analisis por Western Blot. Para ello, se sigui6 el
protocolo descrito por el fabricante en Strep-tag®
detection in Western blots (IBA GmbH, Alemania).
Después de la corrida electroforética, se procedio
a la transferencia semi-seca de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa Hybond-C extra (Bio-Rad,
EUA) con porosidad de 0,45 um durante 2 h a 25°C, con
un voltaje de 300 V y corriente libre, empleando una
camara Western Blot (Pharmacia, Suecia). Cada perfil
electroforético transferido se visualizd mediante el
empleo de la solucidon de rojo ponceau. Posteriormente,
se bloquearon los sitios libres de la membrana con 20
mL de tampén bloqueo-PBS (4 mM KH,PO, pH 7,4, 16
mM Na HPO,,115 mM NaCl con 3% BSA'y 0,5% v/v
Tween 20) y se incub6 1 h, concluida la incubacion se
lavé la membrana tres veces con tampdén PBS-T20 (4
mM KH,PO, pH 7,4, 16 mM Na HPO,, 115 mM NaCl
con 0,1 % v/v Tween 20), cada paso de lavado, durante 5
min. Después del ultimo lavado se incubd la membrana
1 h en 10 mL de tampén PBS-Tween que contenia
2,5 uL del conjugado Strep-Tactin:HRP (1:4000).
Posteriormente, la membrana se lavo dos veces con
tampén PBS-Tween y a continuacion se procedioé a
otros dos lavados con tampon PBS (4 mM KH,PO, pH
7.4, 16 mM Na HPO,,115 mM NaCl), realizando cada
paso de lavado durante 1 min. Finalmente, se coloco
la membrana en 50 mL de tampoén PBS, que contenia
0,025 g de Diaminobencidina y 50 uL de H,O, 30%,
hasta visualizar las bandas. Todas las incubaciones y los
lavados se realizaron a una temperatura de 20-25°C y
con ligera agitacion.

Determinacion de los niveles de expresion/secrecion
de rRv2626¢

Anadlisis densitométrico. El gel obtenido de la
electroforesis después de teflido con nitrato de plata
se analiz6 en el densitometro GS-800 (Bio-Rad, EUA)
utilizando el programa Quantity One. Con este programa
se determino la masa molecular (MM) de cada una de las
bandas de la proteina en estudio, observadas en el SDS-
PAGE, a través de una regresion lineal con el patron de
masa molecular empleado.
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Analisis estadistico

Para los andlisis estadisticos y el procesamiento de los
datos se utilizé el Programa para IBM SPSS Statistic
V.22. Para demostrar la normalidad de los datos se utilizo
el test de Kolmogorov-Smirnov (a=0,05). La estadistica
descriptiva incluyd, la media, la desviacion estandar y
el error estandar de la media. Se utiliz6 un ANOVA de
dos vias complementado con el Test de Bonferroni para
determinar diferencias entre los medios de cultivo y
entre los diferentes tiempos del muestreo. Se construy6
una curva de regresion lineal entre las concentraciones
y las densidades oOpticas y se estimo el coeficiente de
determinacion (R?). Fue usado para todos los calculos
un intervalo de confianza del 95%. En la elaboracion de
los graficos se utilizaron las herramientas del Paquete
Microsoft Excel de Microsoft Office V.2010.

Resultados y Discusion

Debido a que las bacterias son pequefias, la Unica
forma en que se pueden medir los eventos fisiologicos
y bioquimicos es trabajar con las poblaciones. Para
que los eventos que se miden en la poblacion reflejen
fielmente lo que esta sucediendo en la célula individual,
todas o la mayoria de las células deben estar en las
mismas condiciones fisiologicas. Para estudios del
metabolismo primario, esto generalmente se logra
cuando el crecimiento del cultivo es exponencial.

Una caracteristica de Streptomyces que hace que este tipo
de estudio sea muy dificil es que los mismos crecen por
elongacion en la punta del micelio y por ramificacion.
Esto permite el logro de un crecimiento exponencial
por micelio joven. Sin embargo, la homogeneidad
fisiolégica no se mantiene facilmente a lo largo de
muchas generaciones porque, las partes mas antiguas
y centrales del micelio pueden llegar a tener un limite
de nutrientes. Este problema se ve exacerbado por la
tendencia de las microcolonias, inicialmente separadas,
a agregarse en grupos mas grandes en cultivos liquidos.

Especies como S. /lividans forman grupos de micelios
densos y grandes a menos que se usen medios o
condiciones de crecimiento especiales (11). Se
recomienda que mientras mas complejo sea el medio,
mas rapida serd la tasa de crecimiento y menos
probabilidad de aglomeracion de las células Para
obtener un crecimiento balanceado en medio liquido
donde cada componente celular es aumentado por el
mismo factor de incremento para asi lograr una gran
cantidad de biomasa. (11). La adicion de dispersantes,
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como la alta concentracion de sacarosa para acomplejar
medios como el YEME, garantiza la generacion de
cultivos que son relativamente dispersos. Ademas,
la adicion de aminoacidos y pequefios péptidos
del hidrolizado de caseina, que contiene todos los
aminoacidos esenciales en buena proporcion excepto el
triptofano por su degradacion hidrolitica, o medios que
contienen polietileno glicol, o Junlon, mejoran la tasa de
crecimiento y, por consiguiente, ayuda a la dispersion
del microorganismo (11).

Por tales motivos y con el objetivo de incrementar
los niveles de expresion/secrecion de la proteina
recombinante ¥rRv2626¢ de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, expresada en S. lividans TK24 en este trabajo,
se evaluaron dos medios de cultivo para la produccion
de dicha proteina en cultivos en zaranda.

Con los dos medios de cultivo evaluados TSB formulado
en el laboratorio (Tabla 2) y TSB-BioCen (Tabla 3),
se obtuvo la cinética de crecimiento que describen los
graficos de la Figura 1.

Con ambos medios de cultivo se obtiene un crecimiento
exponencial de la cepa con un maximo de crecimiento a
las 36 h; sin embargo, los valores maximos de biomasa
fueron de 1,6 mg/mL y 20,38 mg/mL para el medio
TSB-Lab y para el TSB-BioCen, respectivamente.
El medio de cultivo TSB-Biocen fue muy superior
en cuanto a su capacidad de promover el crecimiento
celular y la densidad de la biomasa generada con valores
estadisticamente significativos (p<0,001) e intervalos
de confianza del 95%, en los tiempos de muestreo de
30, 36, 42, 48, 54, 60 y 72 h de cultivo. Como ambos
medios ensayados fueron sometidos a las mismas
condiciones de estudio, el medio liquido TSB-BioCen,
fue muy superior con respecto a densidad o crecimiento
celular lo que probablemente se debio a la presencia del
ingrediente hidrolizado enzimatico de caseina, ya que
el TSB-Lab no contiene este componente sino triptona.
Segun Kieser y col. mejora la tasa de crecimiento y
por consiguiente, contribuye al crecimiento disperso y
beneficia al rendimiento del proceso (11). Otro aspecto
a destacar es el tipo de medio resultante después de
preparacion. Aunque ambos medios de ensayo son
liquidos, el TSB-Lab, resultdé ser una suspension,
mientras el TSB-BioCen es una solucion homogénea,
dandole a las células mejor provecho del uso de los
nutrientes disueltos y de esta manera contribuye a la
obtencion de mas biomasa.

Por otra parte, con el objetivo de disponer de las
concentraciones de proteinas y poder seguir su cinética
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Fig. 1. Cinética de crecimiento, determinada por el calculo del peso seco de la biomasa, de la cepa transformada de S. /ividans
TK24 que expresa la proteina recombinante 7Rv2626¢. A: medio TSB preparado en el laboratorio. B: medio TSB-BioCen. Los
puntos indican los valores de la media = DE de cinco experimentos.
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Fig. 2. Cinética de secrecion de proteinas totales, determinada por el método del acido bicinconinico. A: medio TSB preparado
en el laboratorio. B: medio TSB-BioCen. Los puntos indican los valores de la media + DE de cinco experimentos. Se indican los

valores con sus intervalos de confianza del 95%.

segun evolucion del tiempo de cultivo de manera precisa
se uso el método del BCA por sus conocidas ventajas.
Con los datos de concentraciones del patron de BSA y
conociendo los valores de absorbancia determinados
por la lectura de la densidad optica (DO), se construy6
una curva de regresion lineal, que permitié determinar
con un alto coeficiente de determinacion (R>=0,9961),
las concentraciones de las muestras.

En cuanto a la concentracion de proteinas totales
secretadas al medio de cultivo, los resultados indicaron
que para ambos medios los valores maximos de
proteinas secretadas se encontraron alrededor de las 30 h
de cultivo, disminuyendo progresivamente a partir de las
36 h (Fig.2). El medio TSB-Biocen sostiene la expresion-
secrecion de proteinas con muy poca disminucion de la
misma durante decenas de horas, como se aprecia en la
meseta de la Figura 2B. Al igual que en el experimento
anterior, los mejores resultados en este parametro, se
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obtuvieron con alta significacion estadistica (p<0,001) e
intervalos de confianza del 95%, en todos los tiempos
ensayados, con el medio TSB-BioCen. Esta mejoria
en la concentracién de proteinas secretadas al medio,
probablemente se debid a que con el medio TSB-BioCen
se obtuvo un mayor crecimiento celular.

En la Figura 3 se muestra la imagen del gel con los
resultados de la separacion electroforética de las
muestras tomadas en los diferentes tiempos de cultivo,
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras.

Nuestros resultados con los dos medios de cultivo
estudiados, coinciden con lo informado por Ayala y col.
en 2013 (6), que plantea que no se observo expresion
de la 7Rv2626¢ antes de las 24 h. A partir de este
momento comienzan a visualizarse en ambos medios de
cultivo bandas alrededor de los 37 KDa y los 17 KDa
correspondientes, probablemente, a las formas dimérica
y monomérica de esta proteina, hasta las 54 h, tiempo
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Fig. 3. Analisis comparativo de las proteinas secretadas al medio mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras. Tincion con
nitrato de plata. Carril 1 (MM): patron de peso molecular. Carriles 2 y 19 (C+ y C- respectivamente), corresponden al control
positivo y el negativo (cepa transformada y cepa salvaje). Carriles (del 3 al 18) corresponden a los diferentes tiempos de toma de
muestras a partir de las 24 h de cultivo. Se identifican con las letras (a) y (b) las muestras tomadas con el medio TSB preparado
en el laboratorio y con el medio TSB-BioCen, respectivamente.

Tabla 4. Porciento de expresion/secrecion de la proteina recombinante #Rv2626¢, en diferentes medios de cultivo.

Tiempo de Cultivo en horas

Expresion de rRv2626c¢ (*) 24 30 36 42 48 54 60 72
TSB-Laboratorio (a) 3,1% 3,1% 3,1% 4,8% 5,2% 4,8 % - -
TSB-BioCen (b) 3,3% 3,3% 3,3% 6,1% 8,5% 5,1% 3,1%  2,0%

(*) Se refiere el porciento de expresion de la banda de 37KDa, correspondiente al dimero de la proteina con respecto a la proteina total,

calculada por densitometria.
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Fig. 4. Western-Blot de muestras del cultivo a las 36, 42 y 48 h, utilizando el medio TSB-BioCen. Se identifica en las tres muestras
el mondémero de 17 KDa y el dimero de 37 KDa de la proteina rRv2626¢. C(-): control negativo (cepa salvaje); C(+): control
positivo (cepa transformada). MM: patrén de peso molecular Strep-Tag Protein Ladder de 100-16 kDa. (IBA GmbH, Alemania).

a partir del cual comienza a disminuir la intensidad de
ambas bandas (Fig. 3). En condiciones no reductoras el
analisis electroforético muestra una sola banda, que en
las condiciones de este trabajo migra con un valor de 37
KDa y corresponde al dimero de la proteina expresada.

Por su cercano valor al total de la proteina recombinante
expresada es que se toma su proporcion en el
densitograma como dato para calcular el % de expresion-
secrecion especifico. Como puede apreciarse los mayores
porcientos de expresion de la proteina, segun esta técnica,
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se alcanzan entre las 42 y las 54 h de cultivo para ambos
medios, siendo superiores los valores para el medio TSB-
BioCen, con el cual se alcanzé un maximo de expresion-
secrecion de la proteina recombinante de 8,5% con
respecto al total a las 48 h del cultivo (Tabla 4).

En la Figura 4 se presentan los resultados de la
identificacion por Western Blot de la proteina »Rv2626¢.
Se muestra la presencia de las dos bandas de la proteina,
de aproximadamente 17 y 37 KDa, correspondientes
al mondmero y dimero de la misma, respectivamente.
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Las cuales son reconocidas de forma especifica por
el conjugado Strep-Tactin HRP a través de la cola de
Strep-Tag, que se encuentra unida al C-terminal de la
proteina. Se seleccioné para este analisis el medio y los
tiempos de mayor crecimiento y expresion/secrecion de
la proteina de interés.

Podemos concluir que con el uso del medio de cultivo
TSB-BioCen quimicamente definido y formulado
industrialmente en BioCen, Cuba, se garantiza la
completa disolucion de cada componente, este factor
contribuy6 a obtener una densidad celular maxima a
las 36 h de cultivo, con una mayor concentracién de
proteinas totales y proteina especifica de las 42 a las 54
h, en comparacion con el medio anteriormente utilizado.
Ademas, se redujo de manera significativa el tiempo de
fermentacion del microorganismo de 96 h para el medio
TSB-Lab a 54 h con el TSB-BioCen. De igual forma
se incrementaron los niveles de expresion/secrecion
de la proteina rRv2626¢, mejorando el rendimiento del
proceso para la obtencion de esta proteina, que resulta
de gran interés como parte de la formulaciéon de una
nueva vacuna experimental contra la tuberculosis y en el
desarrollo de nuevos métodos de diagndstico del estado
latente de esta enfermedad.
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Influence of the culture medium on the Kinetics of growth and expression of the recombinant
protein Rv2626c of Mycobacterium tuberculosis H37Rv expressed in Streptomyces lividans
TK24

Abstract

The use of Streptomyces as a bacterial cell factory for the secretory production of bio-active Mycobacterium
tuberculosis proteins have gained a lot of attention in recent years, as a convenient alternative to the traditionally used
Escherichia coli. The protein Rv2626¢ protein, also known as Hypoxic Response Protein 1 (HRP1), is encoded by
the gene 1v2626¢ (hrpl) of M. tuberculosis which belongs to the Dormancy Safety Regulator (DosR) regulon. This
protein is over-expressed during the latency phase of tuberculosis under stress related conditions such as hypoxia and
low, non-toxic, levels of nitric oxide and, the immunogenicity and ability to induce cytokines characteristic of the
Th-1 pattern of this protein, such as gamma interferon, have been demonstrated. On this basis, our working group,
succeeded in obtaining 7Rv2626¢ via recombinant DNA technology using Streptomyces lividans TK24 as the host
cell. To improve the expression level of the protein, different culture media were used to evaluate the growth of the
transformed strain in shaken flask conditions. Growth kinetic for the recombinant strain was evaluated in defined
media of preformulated tryptic soya broth (TSB-Biocen), through the determination of dry weight as well as total
protein concentration by Bicinconinic acid assay (BCA). Protein identification was done by SDS-PAGE, Western
Blot and its expression level by densitometric analysis. Our results indicated a maximal cell density at 36 h of
culture, with higher concentration of total and specific protein at 42-54 h in comparison with previous media used.
With the chemically defined media a preformulated TSB-Biocen rather than individual components, culture time for
expression/secretion of 7Rv2626¢ was reduced from 96 h to 54 h. The best results in expression-secretion levels of
rv2626¢ protein were obtained with the TSB-Biocen defined media at 48 h of culture with 8.5% of specific yield.
More than 10 fold increase in cellular growth and more than 2 fold increase in specific yield.

Keywords: Streptomyces lividans, culture media, Mycobacterium tuberculosis, Hypoxic Response Protein 1, Rv2626¢.
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