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ABSTRACT
The fimbriae is used for immunization of lambs, pigs and calves, ageinst gastrointestinal infection with Escherichia
coli K99. Due to low expression levels of fimbriae in natural strains, it is attractive its obtainment by recombinant
technology. However, it is difficult to achieve a stable expression in E. coli K12, because of the lisis and the plas-
mid unstableness which provoke the accumulation of the proteins that constitute the fimbriae inside a bacterium.
We previously reported the cloning of the gene fanC on the plasmid pUC19. In this work, we report the cloning of
the complete operon under its own regulating region on the plasmid pUC19. This genetic construction was
evaluated in 14 strains of E. coli K12, and several differences were found in terms of: the efficiency of
transformation, growth and levels of expression of fimbriae (determined by a specific ELISA) in the Luria-Bertani,
minimum and saline media. We also evidenced that the presence of the genotype A(ora-leu) favored the
expression of fimbrige. These observations permitted us to adequately select the host, which is an important step
inthe large-scale expression of recombinant fimbriae.

Keywords: fimbriae, pili, K99, enterotoxigenic E. coli

Biotecnologia Aplicada 1998;15:183-187

RESUMEN
La fimbria se utiliza para la inmunizacién de corderos, cerdos y terneros contra la infeccién gastrointestinal de
Escherichia coli K99. Debido a los bajos niveles de expresién de fimbrio a partir de cepas naturales es atractiva su
obtencién por via recombinante. Sin embargo, es dificil lograr una expresién estable en cepas de E. coli K12, por
la lisis celular y la inestabilidad plasmidica que provoca la acumulacién de las proteinas que constituyen la
fimbria en el interior de la bacteria. Previamente se reporté el clonaje del gen fonC en el plasmido pUC19. En
este trabajo se reporta el clonaje del operén bajeo su propia regién reguladora en el plasmido pUC19. Esta
construccién genética se evalué en 14 cepas de E. coli K12 y se encontraron diferencias en cuanto a: la eficiencia
de transformacién, crecimiento y niveles de expresion de fimbria (determinada por un ELISA especifico) en los
medios Luria-Bertani, minimo y salino. También se evidencié que la presencia de un genotipo A(ara-leu) donde se
deleciona el operén leu completo favorecié la expresion. Estos observaciones permitieron hacer una seleccién
adecuada del hospedero, paso importante para la expresién de fimbria recombinante o gran escala.

Palabras claves: fimbrin, pili, K99, E. coli enterotoxigénica

Introduccién

Las cepas patogenas de Escherichia coli logran esta-
blecerse en ¢l hospedero por una fuerte adherencia a
la superficie de las mucosas y tienen la capacidad de
infectar el tracto respiratorio, urinario o gastrointes-
tinal. El proceso de adherencia esta basado en el re-
conocimiento de componentes especificos de la
membrana plasmatica en las células del tejido del
huésped y estd mediado por una estructura adhesiva
llamada fimbria o pili, localizada en la superficie de
la bacteria (1). La fimbria de cepas K99 es el princi-
pio activo de vacunas contra la enterocolibasilosis
porcina, ovina y bovina (2).

L.a biosintesis de la fimbria es un proceso com-
plejo que requiere de una serie de eventos molecu-
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lares secuenciales que sélo ocurren durante la in-
feccion (3).

En las cepas K99 naturales, el operén fan que
contiene los ocho genes necesarios para la formacion
de la fimbria es portado en una simple copia cn un
episoma conjugativo de aproximadamente 52 MDa
(4). La regulacion local del operdn fan ocurre por las
proteinas FanA y FanB que actian cemo antitermi-
nadores de la transcripcién (5). Debide a la actividad
de estas proteinas, el gen fanC que codifica la subu-
nidad antigénica més importante de la fimbria K99
es expresado de forma constitutiva a muy bajos ni-
veles. Este operon se encuentra dentro de la familia
de los operones que estan bajo ¢l control del regula-
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dor global de la proteina de respuesta a leucina
(LRP) (5). Este regulador estimula la expresion de la
fimbria al unirse al promotor fand; es por esto que la
expresion de fimbria como una estructura es sélo po-
sible bajo ciertas condiciones ambientales (6).

Se ha evidenciado que Ja expresion de LRP se in-
duce en la fase logaritmica del crecimiento celular en
medio minimo y, por el contrario, se reduce nota-
blemente en medio rico o en medio salino suple-
mentado con 1 % de casaminodcidos (5). Por ello, es
muy dificil obtener grandes cantidades de biomasa
fimbriada cuando se utilizan cepas naturales de E.
coli con fines productivos. Por otra parte, los incon-
venientes propios de la manipulacién de patogenos
hacen de la via recombinante una alternativa adecua-
da para la expresion de timbrias para ser empleadas
en vacunas.

La estrategia mas coman para la expresion de
proteinas recombinantes a gran escala es la clonacion
en vectores plasmidicos de alto nimero de copia y/o
bajo el control de la regulacién de promotores meta-
bélicos fuertes que permitan la sintesis de altos ni-
veles de transcriptos, como primera etapa en lograr
altos niveles de la proteina de interés.

Cuando se cloné el gen fanC bajo la regulacién
del promotor triptéfano (ptrp) y en el vector pUCI9
(300-700 copias/célula), se observé que la acumula-
cién de la proteina provoca inestabilidad plasmidica
y lisis celular en las cepas HB101, JMI103 y W3110
(7, 8). Sin embargo, no se conoce si alguna caracte-
ristica en el genoma del hospedero pudiera favorecer
la expresion de la fimbria.

En este trabajo se reporta ¢l clonaje del operon
completo bajo su propia region reguladora en el
plasmido pUC19. Ademas, se estudiaron 14 cepas de
hospederos de E. coli K12 con diferentes genotipos
con respecto al operdn leucina, con el objetivo de
evaluar si este genotipo influye en el rendimiento fi-
nal de la biomasa fimbriada. La comparacién se hizo
en cuanto a: la eficiencia de transtormacion, el cre-
cimiento y los niveles de expresion de fimbria en los
medios Luria-Bertani (LB), minimo y salino suple-
mentado con casaminoacidos.

Materiales y Métodos
Cepas de E. coli K12 utilizadas en este trabajo

o HBIOL F, hsdSy (ry', my). recAy; arald, prod,,
lacY, galK, rpsly xvi5, mill, supE,, merAd”,
merB (9).

» RRIigual a HB101 excepto RecA™ (9).

o IMI09 recd; Aflac, proAB). thy, supE,, endA,
hsdR ;- gyrdyg, reld,, (F' traD;, prodB laclqZAM135)
(9).

e W3110 F, merAd, merB in (rrnD-rrnkE) (10).

o LE392 F, hsdRsy (ri2, my;2 ), supE, supF, lac,
galK,, meiB,, trpR, tonA (9).

o TGl Aflac, proAB). thy, supE, hsdS, (F' traD;,
proAB laclgZAM15) (9).
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¢ MCI1061 F., araDy;; Alara-leu)rees, gelEss,
galK s A(lac)X-;, rpsL, hsdR,, mcrd, merB(9).

¢ NM 522 F’ A(lac, proAB), thy, hsdS, supE, (F’
proAB laclgZAM15) (11).

o GC371 lacym, trpum PhOwm rpsL. maly,, supCts,
tsx::Tnl0 hipR 65 lonRy (12).

s JMI101 Aflac, prodB), thy, supE, (F’ traD;, proAB
laclgZAM15) (13).

o MM294 F, hsdR20 (rg;s, mk2"), supE,, endA,,
thy, pro (14).

o IA221 hsdRyp (rxiz, Mgz’ ) recA;; | lacY, leuBy,
trpAES, thy (15).

o AD494 Alara-leulroer, lacX-, phoAPvull, phoR,
malF; trxB:.Kan (15).

o DHB A(ara-leu)yss, lacX-, phoAPvull, phoR,
malF; (15).
Cepa salvaje de £ coli K99 positiva aislada de

cerdos enfermos (16).

Clonaje del operén fan en el plasmido pUC19

A partir de una cepa de E. coli K99 positiva se ex-
trajo el ADN total, se digirié con la enzima de res-
triccién BamHI y se construyé una minilibreria en el
plasmido pUC-19. La estrategia de clonaje se descri-
be en la Figura 1. Todas las enzimas fueron adquiri-
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Figura 1. Estrategio seguida para el clonaje del operdn fan (expresidn de la fimbria K99) en el plas-
mido pUC-19. La cepa de E. coli enterotoxigénica K99 posifiva fue aislada de cerdos enfermos (17),
el ADN total fue aislado y digerido con la enzima BamHI siguiendo el método convencional. La zona
entre 6 y 8 Kb se aislé de un gel de agarosa de bajo punto de fusién y se extrajo por el método de
fenol/cloroformo. Paralelamente se digirieron 10 ug de pUC 19 con la enzima BamHI. Ambos frag-
mentos se ligaron y se transformaron en células de MC1061 hechas competentes por el método de
CaCl,. Los transformantes que contenian la nueva construccion (pKO98) se seleccionaron por hibri-
dacién con una sonda especifica (17) marcada con **P de las colonias transferidas a un filtro de ni-
trocelulosa. Los procedimientos para el aislamiento y manipulacién del ADN se hicieron de acuerde

a Sambrook et al. (9).
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das de New England BioLabs, Inc. Los procedi-
mientos para el aislamiento y manipulacién del ADN
se hicieron de acuerdo a Sambrook ef al. (9). La
construccion final se llamé pK098.

Transformacién de cepas de E. coli K12

Las 14 cepas se transformaron simultdneamente con
el plasmido pK098 que contiene ¢l operdn fan. Se
utilizaron 100 pL de los cultivos crecidos a 37 °C to-
da la noche en medio LB (9) para inocular 5 mL de
medio LB y se crecieron 2 h a 37 °C; luego 1 mL de
los cultivos se centrifugé a 3 000 rpm, se lavaron con
250 pL de una solucién fria de CaCl; 0,1 M, se de-
cant6 el sobrenadante y las células se resuspendieron
en 100 puL de esta misma solucion. A la suspension
celular se le adicioné 1 pg de ADN de la nueva
construccion, se incubaron 30 min en hielo, luego se
adicion6 1 mL de medio LB frio y se incubé sin agi-
tacion a 37°C por 1 h. Después de este tiempo se
sembraron 100 pL de la suspension celular por ex-
tensién en placas de medio LB al cual se adiciond
ampicillina a una concentracién de 100 pg/mL
(LBA) para seleccionar los transformantes. Como
control de viabilidad diluciones de 10 de todas las
transformaciones se sembraron en placas LB. Como
control del método se transformaron todas las cepas
con el plasmido pUC19 sin el inserto.

Condiciones de cultivo y expresién

Los transformantes se crecieron en medios M9 y LB
preparados segin Sambrook et al. (9) y en medios
Minca y salino preparados segin Isaacson (16). To-
dos los medios se suplementaron con ampicillina
(100 pg/mL) para la seleccién de los transformantes
(M9A, Minca A y salino A y LBA).

Determinacién de la expresién y purificacion
de la fimbria

La expresion se evidencié por un ensayo de agluti-
nacién celular semicuantitativo a células intactas,
Para este ensayo la cantidad de células en los culti-
vos fueron igualadas a densidades Opticas equiva-
lentes y se mezclaron v/v en un portaobjeto con un
suero policlonal en conejo originado contra fimbria
K99 purificada a partir de la cepa de E. coli salvaje
y diluido hasta 102, Después de mezclar el cultivo
celular con el suero se cuantificé el tiempo en que
comenzaron a observarse los agregados celulares y
se tomd como mayor actividad el menor tiempo de
agregacion (17).

La fimbria se purific6 a partir de volimenes de
cultivo igual a 20/Abssyo, lo cual es equivalente a
1-2 g de biomasa. Las células después de colectadas
por centrifugacién a 10 000 rpm se disolvieron en
1 mL de tamp6n fosfato 50 mM pH 5,5 (Na,HPO,
1,44g/L; KH,PO, 0,24 g/L, NaCl 9 g/L) y la mezcla
se incub6é a 60 °C por 30 min. A continuacién se
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centrifugd a 10 000 rpm y el sobrenadante se utilizé
sin concentracién previa en el ensayo inmunoenzi-
matico (18) para determinar la cantidad de fimbria y
se determind la proteina total segiin el método des-
crito por Lowry et al. (19).

Para cuantificar los niveles de expresién en ca-
da experimento se utilizé un ensayo inmunoenzi-
matico tipo ELISA basado en un anticuerpo mo-
noclonal (AcM) contra la fimbria. natural. Las
placas de 96 pocillos se mantuvieron toda la no-
che a 4 °C en 100 puL de una solucion tampon car-
bonato/bicarbonato 0,l M (pH 9,6) que contenia
10 pg/mL del AcM CRC K99-2. Los pocillos se
bloquearon adicionando leche descremada (0,05 %)
en un tampén salino (PBS 1X ) (pH 7,2) y se incu-
b6 1 h a 37 °C. Luego la placa se lavé cuatro veces
con Tween 20 (0,05 %), se affadieron 100 pL de di-
ferentes diluciones del antigeno (fimbria) y se in-
cubd durante 3 h a 37 °C. Luego se lavé cuatro ve-
ces con Tween 20 (0,05 %), se afadieron 100 pL
del anticuerpo K99-2 (1/10 000) conjugado con pe-
roxidasa y se incubé 1 h a 37 °C. Posteriormente se
lavé cuatro veces con Tween 20 (0,05 %) y se re-
vel6 por adicién de 100 pL. de una solucién de tam-
pén citrato/fosfato (50 mM), 0,05 % de o-fenilen-
diamina y 0,05 % de peréxido de hidrégeno. La
reaccion se detuvo al afiadir 50 pL de 4cido sulfuri-
co 2N después de 30 min de reaccién y se leyd en
un multiscan (Scalet IIp) a 492 nm (18).
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and hest strains nuclectide sequences of
the M13mp18 and pUC19 vectors. Gane
1985;33:103-199.

14. Bachmann Bl. In Escherichia cali and
Salmonella typhimurium, Cellular and
Molecular Binlogy. Neidhardt FC, editor.
ASSM, 1987,

15. Huynh T, Young RA, Davis R. In:
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Press Ldt, Vol 1 1985

16. Isaocson RE. Regulation of sxpres-
sion of Escherichia coli pili K99. Infect
Immun 1983;40:633-639.

17. Basulto R, Calzada L, Olivera T, de la
Fuente J. Detection of ganes for fimbrial
antigens in Escherichia coli isolated from
piglets with diarrhea in Camaguey. Bio-
tecnologia Aplicada 1997,14:237-241.

18. Junco J, Campal A, Miranda A, Cas-
tro MD, Casas S, Arteaga N ef al. Ca-
racterizacién del reconocimiento inmu-
nolégico de dos anticuerpos monoc
clonales hacia las fimbrias K99 expresod
por cepas naturales y recombinantes.
Revista de Produccién Animal en prensa
1997.

Tabla 1. Eficiencia de transformacién de 14 cepas de E. coli K12 con la

construccién genética pK098.

Chpci Caracteristica Frecuencia de Control de Viabilidad®
de lacepa transformacién® transformacion® ufe/mL
MC1061 Alara-leu), 44 7.0x10* 3,1x10* 1,0x10°
AD494  Alora-leu)ye;  1,3%10° 1,2 x 10° 1,2 x 10°
DHB-4 Alara-leu),e47 1,8x10° 1,7 x 10° 1,5x10°
JA221 leuB, 40 9,4x10° 8,0x10®
JM109 leuB, 0 1,3x10° 5,1x108
JM101 Leu* 0 2,1 x10°% 3,2x10°
w3110 Leu* 50 4,2 x 10* 4,0 x108
NM522 Leu* 48 3,2x10° 6,0 x 108
MM294 Leu* 2,2 x 102 1,7 x 10° 1,0x 10°
TGl Leu* 3,2x10? 5,0x10° 2,2x 108
HB101 Leut 4,0 x 102 3,8x10° 2,7 x108
RRI Leu* 1,2 x 102 8,3 x10° 50x108
GC371 Leut 4,1 x10? 1,7 x 104 4,0x10°
LE392 Leu* 1,6 x 10?2 1,3x10° 4,3x10®8

*Todas las cepas fueron transformadas de forma simulténea por el método répido como se des-
cribe en Materiales y Métodos. Las frecuencias correspondientes a las cepas MC1061, AD494 y
DHB-4 estan referidas a las 16 h de incubacién a 37 °C. El resto de los transformantes crecieron
después de 24 h de incubacién. La frecuencia de transformacién se calculé como el numero de
transformantes/mL/ug de ADN. *Se transformé una cantidad similar de pUC19 sin inserto {nd no
determinado). ‘La viabilidad corresponde a las colonias crecidas en placas de LB.
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Resultados y Discusién

Efecto de la expresion de la construccién
pK098 sobre la frecuencia de transformacion

En este trabajo se estudio ¢l efecto sobre la E. coli
K12 de la expresién del operén fan clonado bajo su
propia regulacion en un plasmido de alto nimero de
copias. Debido a que el operén far es uno de los ope-
rones del regulén LRP evaluamos si el genotipo re-
lativo al operdén Leu influye en el rendimiento final
de biomasa fimbriada. Se utilizaron 14 cepas de E.
coli que comlinmente se emplean en la expresion de
proteinas foraneas (Tabla 1).

Al transformar las diferentes cepas con la cons-
truccién pK098 se encontraron las mayores frecuen-
cias en las cepas MC1061, AD494 y DHB-4; estas
cepas presentan un genotipo A(ara-leu). En la cepa
JMI09 y JA221 con un genotipo leuB,, al igual que
en las cepas con fenotipo Leu”, se observaron bajas
frecuencias de transformacién. Como control de este
experimento se transformaron todas las cepas con el
plasmido pUCI19 sin el inserto, y se obtuvieron fre-
cuencias entre 10°-10° transformantes/pg de ADN.
Las cepas transformadas se sembraron en placas de
medio LBA, los transformantes de cepas con genoti-
po A(ara-lex) se obtuvieron a las 16 h de incubacion
a 37°C. Sin embargo, para ¢l resto de las cepas los
transformantes se observaron después de las 24 h de
incubacién. No se esperaba encontrar diferencias en
el crecimiento en medio LBA.

Una posible explicacion de este fendmeno era que
en estas cepas no se reprimia la expresion de la fim-
bria al crecer la células en medio rico. Se verificé
esta hipétesis utilizando una dispersion de colonias
obtenidas directamente de las placas de la transfor-

macion en un ensayo de aglutinacién y se observo
que todos los transformantes obtenidos a las 24 h
fueron positivos. En las cepas IM101 y IM109, don-
de no se observaron transformantes, se supone que
las células que adquieren el plasmido no son capaces
de tener un nimero suficiente de duplicaciones como
para que se observen colonias.

Efecto de la exrreslon de la construccién
pK098 sobre el crecimiento y la expresiéon
de los transformantes:

El operon fan esta positivamente controlado por el
regulador LRP, la leucina y la alanina inhiben la
unién de esta proteina al promotor (5). Este regulador
transcripcional media la respuesta de las bacterias en
crecimiento a los cambios en la composicién de nu-
trientes del medio. En las cepas naturales, la méxima
expresién de LRP ocurre en medio minimo. El medio
LBA contiene altas cantidades de estos aminoécidos
(0,99 mg/mL de leucina y 3,17 mg/mL de alanina)
por lo que la sintesis de LRP se encuentra reprimida.
El medio M9A se suplementé con los aminoacidos
de auxotrofia de cada cepa a la concentracién de
25 pg/mL, y el medio salino (49,5 ug/mL de leucina
y 158,5 pg/mL de alanina) contiene 20 veces menos
cantidad de amino4cidos que ¢l LBA.

La Tabla 2 muestra una comparacién entre todas
las cepas crecidas en los medios LBA, M9A y sali-
no A en cuanto al crecimiento celular. Se observaron
diferencias en el crecimiento de las cepas en estos
medios. Los valores de crecimiento en medio mini-
mo o medio salino fueron muy bajos a diferencia del
medio LBA. Se aprecié en muchos casos lisis celular
lo cual dificulté el ensayo de aglutinacién y la purifi-
cacion de la fimbria al volumen de trabajo empleado.

Tabla 2. Comparacion de las cepas de E. coli K12 transformadas con la construcciéon pK098,

19. Lowry OH, Rosebrough MJ, Farr AL,
Randall RJ. Protein measurement with
the Folin phenol reagent. J Biol Chem
1951,193:265-275.

Genctipo Crecimiento (Abss30 om)® Aglutinacién® Medio LBA*  Medio salino®

Cepa Leucina LBA Salino A M9A M9A LBA Salino A % %
MC1061 Afara-leu);4qs 8,05 1,10 0,92 - ++++ ++++ 30,21 27,9
AD494 Alara-lev)yoq, 6,22 1,34 0,42 (lisis) - FH+ 4+ 26,79 26,65
DHB-4 Alara-lev),ees 7,96 1,86 0,31 (lisis) - T 28,33 30,78
JA221 leuB, 1,06 0,05 (lisis) - ++ ++ 0 2
RRI + 7,21 2,39 0,12 (lisis) - ++ ++ 13,00 13,40
LE392 + 0,15 0,05 nd nd + + nd nd
HB101 + - nd nd nd - - nd nd
GC371 + 0,10 0,05 nd nd - - nd nd
TG-1 + 5,01 0,55 0,89 - - - 0 o
NM522 + 5,98 0,47 0,87 - - - 0 0
MM294 + 3,43 0,53 (lisis) nd - - 0o 0
w3110 + 2,27 lisis (lisis) nd - 5 0 0

*Donde se indica (lisis} se encontré debris celular enire las 3 y 6 h de cultivo; en estos casos no se pudo realizar el ensayo de aglutinacién. *Determinada por aglu-
finacién. Se cuantificé el tiempo en segundos en que se observaron los agregados celulares; (++ ++) corresponde @ una ogregacién instantdnea tomada como la
actividad maxima; (+++) lo segunda cepa en observarse agregacién y asi en orden decracients; (-) corresponde a las cepas donde no se observé agregacién des-
pués de 30 min de contacto con el anticuerpo. ‘Las cepas fueron crecidas en medio salinc. Los valores en por ciante son referido a la relacién de los valores de
ELISA (18} y proteinas totales determinadas por el método descrito por Lowry (19).
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La expresion se determind en todos los medios por
aglutinacién y en el medio salino y LBA también fue
cuantificada per ELISA, En el medio M9 no se ob-
servd expresion por aglutinacion en ninguna de las
cepas en que fue posible hacer el ensayo y en los
medios LBA y salino la expresioén obtenida fue si-
milar con valores méaximos del 30 % de la proteina
obtenida en la extraccion.

Aunque el crecimiento en medio salino fue me-
nor que en LBA se lograron valores similares de
expresion segin el ensayo de aglutinaciéon (Ta-
bla 2). En medio M9 no se encontraron células fim-
briadas, sin embargo, se detecté la presencia de
fimbria en los sobrenadantes de los cultivos de las
cepas W3110 y MC1061 ensayadas por ELISA (re-
sultados no mostrados).

En la W3110 ocurri6 la lisis del cultivo a las 4 h
de crecimiento en todos los medios ensayados. Las
cepas con fenotipo RecA” como la HB101 crecieron
muy pobremente en todos los medios, lo cual no era
esperado, ya que esta cepa ha sido utilizada por otros
autores en la expresion de fimbria recombinante,
aunque con plasmidos derivados de pBR322 el cual
es de menor nimero de copias que el que se utilizé
(7). En general, en las cepas con fenotipo salvaje pa-
ra la sintesis de leucina se observaron bajas frecuen-
cias de transformacion y bajos niveles de expresion
de fimbria.

La expresion de la fimbria a niveles por encima
de 5 mg/L de cultivo, la cual es equivalente al 30 %
de la proteina total purificada, fue sélo posible en
las cepas con genotipo A(ara-leu). Esta delecion se
encuentra en el minuto 2 del mapa de ligamiento de
E. coli K12 ¢ incluye ¢l operén araBDAC, el gen
dadB y el operon leuBDCA, por lo que afecta el
consumo de arabinosa y alanina y la sintesis de leu-
cina.

Las cepas con fenotipo Leu no pueden crecer en
medios limitados por leucina, por lo que la concen-
tracion de leucina intracelular estara siempre deter-
minada por la disponibilidad de este nutriente en el
medio de cultivo y no por la sintesis en el interior de
la célula. Se supone que en estas cepas los niveles
extracelulares de leucina modulan la actividad del
regulador LRP, lo cual mantiene en todo momento
ciertos niveles de represion y que la expresion de-
pende fundamentalmente de la regulacion local.
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La expresién de fimbria cuando los niveles de
LRP fueron altos (medio minimo) resultaron alta-
mente téxicos para la célula con la consecuente dis-
minucién de la velocidad de crecimiento y en mu-
chos casos la lisis del cultivo. La expresién en medio
LBA a los mismos niveles que en medio salino su-
giere que la cantidad de transcriptos obtenidos a ex-
pensas de la regulacién positiva local (FanA y FanB)
asociado al alto nimero de copias del pUC19, fueron
suficientes para la obtencién de una cantidad de fim-
bria que no afecté la viabilidad de la célula.

Conclusiones

Los resultados permiten concluir que es posible ob-
tener niveles aceptables de biomasa fimbriada me-
diante una seleccién adecuada de la cepa hospedera,
teniendo en cuenta una estrategia de clonacién que
permita mantener la expresién de fimbria a niveles
permisibles no téxicos para la célula.

Nuestros resultados confirman lo planteado por
otros autores (7) acerca de la toxicidad que provoca
la sobrexpresion de la fimbria en el hospedero. Sin
embargo, se encontré que el efecto de toxicidad no
se manifiesta igual para todas las cepas de E. coli
K12. Las cepas con genotipo A(ara-leu) toleraron
mejor una sobredosis de la proteina que las cepas con
genotipo JeuB, o fenotipo Leu”.

En general, cualquier estrategia a seguir debe consi-
derar el control de los niveles de expresion de fimbria.
En este caso ello se logré mediante el uso del control
propio del operdn en un plasmido de alto niimero de co-
pias, por el mantenimiento de los cultivos entre ciertos
niveles de represién de la regulacion global empleando
medios més ricos que los utilizados tradicionalmente en
la expresién de fimbria y con cepas hospederas de E.
coli K12 que presentan la delecién A(ara-leu). Estas
observaciones permitieron hacer una seleccién adecuada
del hospedero, paso importante para la expresién de
fimbria recombinante a gran escala.
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