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RESUMEN. Vibrio cholerae es una bacteria acuatica Gram negativa que provoca
una enfermedad diarreica aguda en los seres humanos. Entre las pilinas tipo IV
expresadas en la superficie de V. cholerae se encuentran: la pilina coregulada con
la toxina del célera (TCP) y la hemaglutinina sensible a manosa (MSHA). La ex-
presion de TCPy MSHA en los diferentes serogrupos y biotipos de V. cholerae ha
sido pobremente estudiada. En el presente trabajo se analizé la expresiéon de las
subunidades mayoritarias de ambas pilinas (TcpA y MshA) por Western Blot en
un grupo de cepas de V. cholerae crecidas en diferentes condiciones de cultivo in
vitro. Mientras que el ensamblaje de TCP y MSHA en la superficie bacteriana
fue determinado por la infeccién de los vibriones con los fagos CTX¢ y VGJo,
respectivamente. Los experimentos demostraron que MshA se produce en todas
las cepas con independencia del medio o la condicién de cultivo utilizado. Por el
contrario, TcpA no fue detectada en todas las cepas, ni en todas las condiciones
de cultivo. Su produccién estuvo en dependencia del serogrupo, el biotipo y las
caracteristicas intrinsecas de cada cepa, asi como de la condicién de cultivo utili-
zada. Por otra parte,en la mayoria de las cepas evaluadas, se detecté la MSHA en
la superficie celular, mientras que el ensamblaje de TCP solo se evidenci6 en las
cepas Clasicas dado que las cepas El Tor y 0139 presentan inmunidad frente a la
infeccién con el fago CTX¢. Estos resultados demuestran las diferencias de ex-
presion entre estas dos pilinas, ya que MshA se comporta como una proteina de
expresion constitutiva mientras que la produccién de TcpA tiene una regulacién
maés compleja que estd determinada por las interacciones de las cepas con los
medios y las condiciones de cultivo empleadas.

ABSTRACT . Vibrio cholerae is gram-negative aquatic bacterium that causes an
acute diarrheal disease in humans. This microorganism expresses two major type
IV pili on the bacterial surface: the toxin co-regulate pilus (TCP) and the man-
nose-sensitive hemagglutinin MSHA). The expression of TCP and MSHA in dif-
ferent serogroups and biotypes of Vibrio cholerae has been poorly studied. In this
study were examined different culture conditions for the expression of the major
protein subunits of these pili (TcpA and MshA) in a wide variety of V. cholerae
strains by using Western Blot. The assembling of TCP and MSHA on the bacte-
rial surface was also examined by the infection of the strains with phages CTX¢
and VGJ¢, respectively. This data showed that MshA protein was produced in all
culture conditions and in all V. cholerae strains tested, while TcpA protein was
only detected in restrictive conditions and follow an expression pattern depen-
dent on the vibrios serogroup and biotype. Most V. cholerae strains assemble
MSHA pili on the bacterial surface; however TCP pili was only detected in Clas-
sical strains because the El Tor and 0139 strains exhibit phage immunity against
CTX¢ infection. The results demonstrated that MshA and TcpA express in a dif-
ferent manner. Meanwhile MshA expression occurs like a constitutive protein by
V. cholerae strains on the contrary, the regulation of TcpA production is subjected
to a complex mechanism, which depends on the interaction of the strains with
the media and the culture conditions tested.

INTRODUCCION

Vibrio cholerae es una bacteria
Gram-negativa que causa diarrea
severa en humanos. Las cepas de V.
cholerae que producen la enferme-
dad se dividen en dos serogrupos;
01 y 0139 de acuerdo con las carac-
teristicas fenotipicas del lipopolisa-
carido de la membrana citoplasmaé-
tica.! El serogrupo O1 se divide en
dos biotipos, Clasico y El Tor, este
Ultimo responsable de la mas re-
ciente epidemia de célera.? La toxi-
na colérica constituye el determi-
nante principal de virulencia y es la
responsable del desbalance electro-
litico que conduce a la deshidrata-
cién de los pacientes infestados.?

Por otra parte, la toxina del céle-
ra (TCP),* es otro importante factor
de virulencia de los vibriones, ya
que es fundamental en la coloniza-
cién del intestino en humanos, ade-
mas, se ha comprobado que es el re-
ceptor del fago filamentoso CTX¢,
el cual porta la secuencia de ADN
que codifica para la toxina del céle-
ra.’ La subunidad mayoritaria de la
fimbria TCP es TcpA, una proteina
con un peso molecular de 20,5 kDa.¢
El gen tcpA es regulado por una
cascada de genes pertenecientes al
regulén ToxR descrito en V. cholerae.”
En experimentos in vitro la expre-
si6on del gen tcpA es también in-
fluenciada por estimulos ambienta-
les como el pH, temperatura, osmo-
laridad y el diéxido de carbono.® En
experimentos in vivo con volunta-
rios, la expresién del gen estuvo
influenciada por las condiciones en
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el tracto gastrointestinal tales
como: anaerobiosis, limitacién de
hierro, escasez de nutrientes y otras
interacciones moleculares con el
hospedero.? Otra pilina bien estu-
diada en las cepas El Tor y 0139 es
la hemaglutinina sensible a manosa
(MSHA).'* Una de las caracteristicas
fenotipicas que distinguen a las ce-
pas El Tor y O139 de las cepas Cla-
sicas es la presencia de MSHA en la
superficie celular y por ello, la ca-
pacidad de hemaglutinar eritrocitos
de diferentes especies. Reportes ais-
lados indican que algunas cepas
Clasicas ensamblan pobremente la
pilina en la superficie celular, sin
embargo, se ha descrito que en es-
tas cepas MSHA se expresa a nive-
les comparables a los reportados
para las cepas El Tor y 0139. Inves-
tigaciones realizadas en el locus de

Tabla 1. Cepas de Vibrio cholerae y fagos.

MSHA establecen que la expresion
del gen que codifica para la subuni-
dad mayoritaria de esta pilina
(mshA) ocurre de manera eficiente
aunque no se han esclarecido las
condiciones medio-ambientales
que pueden influir favorablemente
en ello."' La subunidad mayoritaria
de esta pilina, MshA, posee un peso
molecular de 17-kDa y la delecién
del gen en la cepas de V. cholerae no
tiene influencia sobre la coloniza-
cién intestinal. Sin embargo, MSHA
se ha descrito como factor de adhe-
rencia en la formacién de biope-
liculas sobre superficies biéticas y
abidticas en el ecosistema marino,
lo cual contribuye en gran medida
a la supervivencia ambiental de la
bacteria.'? Recientes investigacio-
nes han demostrado que MSHA es
el receptor celular del fago filamen-

toso VGJ¢."* VGJo¢ es capaz de for-
mar una molécula hibrida con CTX¢
por integracion sitio-especifica nom-
brada HybP¢. El fago hibrido tam-
bién utiliza como receptor la MSHA
y de esta manera los vibriones no
toxigénicos pueden adquirir los
genes virulentos de la bacteria por
transferencia genética horizontal.!®!
El objetivo de este trabajo fue eva-
luar la expresién de los genes mshA
y tcpA para un total de 25 cepas de V.
cholerae, agrupadas en siete cepas del
biotipo Clasico, trece del biotipo El
Tor y cinco cepas del seroprupo 0139,
en diferentes condiciones de cultivo
in vitro mediante Western Blot. Ade-
mas, se analizé el ensamblaje de la
MSHA y el TCP en la superficie ce-
lular de los vibriones utilizando
para ello la infeccién con los fagos
VGJo y CTX¢, respectivamente.

Cepas bacterianas Caracteristicas fenotipicas y genotipicas Procedencia
I croleree
569B Serotipo O1, biotipo clasica, Inaba. Calcutta, India, 1945.
CVD 103 Hgr 569B Aczzd, flpA Ay CVD,E.UA., 1988.*
N16961 Serotipo O1, biotipo El Tor, Inaba. Bangladesh, India, 1975.
JBKT70 N16961 AczzA45 CVD,E.UA., 1985.*
C7258 Serotipo O1, biotipo El Tor, Ogawa. Pert, 1991.
81%* C1258 Acep Ol ace ot cizAd cizb). CNIC, 1995.
638%* 81A(cer Oyl ace zor craAd cizl) fap.: celd, CNIC, 1996.
C6706 Serotipo O1, biotipo El Tor, Inaba. Perq, 1991.
KHT46 Derivada de C6706 drzs2A4. E.U.A, 1996.%%*
KHT52 Derivada de C6706 4zc24. E.U.A, 1996.%**
413%* C6706 Alcer Ol ace cof cizAd cizb). CNIC, 1995.
1333%* Derivada de C6706 A(cer O/l ace zof ciaA cizh) fap.: celd, CNIC, 1996.
SG25-1 Serotipo 0139. Calcutta, India, 1993.
SG25-1a** SG25-1 Acew Oyl ace zor ciaA czaB). CNIC, 1995.
L912%* SG25-1a Alcep Oyl ace 2o ciaA crald) rap.: celd. CNIC, 1996.
0395 Derivada de O1, biotipo cléasica, Ogawa. Calcutta, India, 1964.
CA401 Serotipo O1, biotipo clasica, Inaba. Calcutta, India, 1953.
CA385 Serotipo O1, biotipo clasica, Ogawa. Calcutta, India, 1953.
NIH35A3 Serotipo O1, biotipo clasica, Inaba. India, 1941.
1395 Serotipo O1, biotipo clasica, Inaba. CIEI, 1991 ##**
CRC262 Serotipo 0139. Bangladesh, 2000.
CRC266 Serotipo 0139. Bangladesh, 2000.
E7946 Serotipo O1, biotipo El Tor, Ogawa. Bahrain, 1978.
Lima Serotipo O1, biotipo El Tor, Inaba. Lima, Peru, 1991.
3083 Serotipo O1, biotipo El Tor, Ogawa. Viet Nam, 1964.
VGJ-Kn¢'?13 Derivadg d’e VGJq) con un marcador de resistencia a kanamicina insertado CNIC, 2003.

en el sitio Unico 422/
CTX-Kno'? Derivado de CTX¢ con un marcador de resistencia a kanamicina insertado CNIC, 2003.

en el sitio Gnico Ao/

* Center for Vaccine Development, Baltimore, E.U.A. ** Candidatos vacunales obtenidos en el laboratorio por ingenieria
genética (Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, Cuba). *** Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina,
New Hampshire, E.U.A. **** Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas, Cuernavaca, México.
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MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se refieren las ca-
racteristicas fenotipicas y genotipi-
cas delas 25 cepas de V. cholerae uti-
lizadas, asi como se describen los
fagos filamentosos que permiten la
deteccién de las pilinas ensambla-
das (Tabla 1).

Medios de cultivo utilizados

Luria-Bertani (LLB) (triptona, 1 %,
extracto de levadura 0,5 %, cloruro
de sodio 1 %). Opcionalmente se
anadié agar al 1,5 % para preparar
medio sélido.

AKIT (peptona bacteriolégica 1,5 %,
extracto de levadura 0,4 %, cloruro
de sodio 0,5 %, hidrégenocarbonato
de sodio 0,32 %).1

TSB (digerido pancreéatico de ca-
seina 1,7 %, digerido papainico de
semilla de soya 0,3 %, cloruro de so-
dio 0,5 %, hidrégenofosfato de potasio
dibéasico 0,25 % y glucosa 0,25 %),
(OXOID).

Dulbecco’s (Sigma).

Hibridoma Libre de Proteinas
(PFHM, GibcoBRL).

Opcionalmente, los medios reci-
bieron como complemento antibi6-
ticos a las siguientes concentracio-
nes: ampicilina 100 pg/mL y kana-
micina a 100 pg/mL .

Condiciones de cultivo

Medio Luria Bertani (LB, pH
6,5): Partiendo de medio LB sélido
se inocul6 una colonia fresca de
cada cepa en 50 mL de medio liqui-
do y posteriormente, las bacterias
fueron crecidas en zaranda a 30 °C
durante 16 h . Después, los cultivos
fueron centrifugados a 5 000 g du-
rante 10 min a 4 °C . La pastilla ce-
lular fue colectada y resuspendida
en disolucién salina estabilizada
con fosfato de sodio (PBS), pH 7,4.
En el medio TSB las células fueron
crecidas de modo similar al LB pH
6,5, pero a 37 °C.

Medio AKI: Las cepas fueron
crecidas y manipuladas segin el
método AKI.*®

Medio Dulbecco‘s y PFHM: Una
suspension de 10® unidades forma-
doras de colonias (UFC) por mililitro
fue incubada sin agitacién a 37 °C en
una atmoésfera de CO, al 5 % duran-
te 8 h . La suspensién fue recogida 'y
centrifugada a 5 000 g durante 10 min
a 4 °C . La pastilla celular fue colec-
tada y resuspendida en PBS.

Deteccion de MshA y TepA por
Western blot
Se detectaron las subunidades

mayoritarias de las pilinas TcpA
y MshA mediante la técnica de

Western Blot Las células de cada
cepa crecieron en los cultivos ade-
cuados durante 16 h con agitacion
a 37 °C . La densidad 6ptica en cada
cultivo fue medida a 600 nm y la
concetracion celular de cada mues-
tra fue ajustada a 10** UFC/mL. Las
muestras fueron desnaturalizadas
por calor y aplicadas en una electro-
foresis de proteinas en geles de po-
liacrilamida al 12,5 % (SDS-PAGE)
segun Lammeli.'” Las proteinas fue-
ron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa Hybond C.!® La
membrana fue bloqueada con PBS-
leche 5 % durante 1 h y lavada tres
veces con PBS-Tween 0,05 %. Poste-
riormente, la membrana fue incu-
bada durante 2 h a 37 °C con los an-
ticuerpos monoclonales 2F12F1 y
10E10E1 especificos para MshA y
TepA respectivamente.’®? La mem-
brana fue lavada tres veces con
PBS-Tween 0,05 % y se puso en con-
tacto con el conjugado anti-IgG ra-
tén peroxidasa (molécula completa)
durante 1 h a 37°C. Lareacciéon fue
revelada con 4-cloro-1-naftol (6 mg)
en una mezcla de 0,04 % metanol;
0,000 6 % H,O, en 25 mL de disolu-
cién salina de tris borato pH 8. Las
cepas de V. cholerae KHT46 y KHT52
fueron los controles negativos en
los experimentos realizados por ser
mutantes de mshA y tcpA, respecti-
vamente.

Deteccion de las pilinas MSHA y
TCP en la superficie bacteriana
mediante la infeccion con los fagos
VGJ-Kn¢ y CTX-Kn¢

Para determinar la presencia de
ambas pilinas en la superficie celu-
lar de las cepas de V. cholerae se uti-
liz6 la técnica de infeccién con los
fagos VGJ-Kn¢ y CTX-Kn¢, los cua-
les utilizan como receptores las fim-
brias MSHA y TCP respectivamente.
Una suspension de 106 particulas
de cada fago/mL fue mezclada con
102 UFC/mL de cada cepa receptora
analizada. La mezcla fue esparcida
sobre placas de LB con kanamicina
auna concentracién de 50 ug/mL . La
aparicién de UFC resistentes a kana-
micina se tom6 como indice de sus-
ceptibilidad a la infeccién por los
fagos correspondientes.

RESULTADOS Y DISCUSION
Deteccion de MshA y TcpA en las
cepas de V. cholerae

La pilina MSHA se ha descrito
como factor de adherencia en la for-
macién de biopeliculas bacterianas
sobre superficies biéticas y abiéticas
en zonas oligotréficas del ecosis-
tema marino, potenciando la super-

vivencia ambiental de V. cholerae
durante periodos estacionales de
baja infectividad.?! La expresion del
gen mshA es un paso importante en
la biogénesis de la pilina. Los resul-
tados muestran que MshA se detec-
t6 en todas las cepas de V. cholerae
y en todos los medios analizados,
semejando el comportamiento de las
proteinas de expresion constitutiva
(Fig. 1). La expresion del gen mshA
en todas las cepas evaluadas sugie-
re que la transcripcién de este gen
ocurre eficientemente a partir del
promotor que se encuentra cadena
arriba, en el gen mshB y que por tan-
to, su regulacion no depende direc-
tamente de senales provenientes
del ambiente. A diferencia de MshA,
la inmunodeteccién de TcpA estu-
vo en dependencia de la relacién es-
tablecida entre el serogrupo, biotipo
y las caracterististicas particulares
de cada cepa analizada, asi como de
las condiciones de cultivo emplea-
das. Los resultados muestran que
en las condiciones de crecimiento
reportadas como 6ptimas para la ex-
presion de TcpA en las cepas Clasi-
cas, LB pH 6,5 a 30 °C, se detectd
TepA solamente en 569B, CVD103HgR,
0395y 1395 (Fig. 1). La presencia de
TecpA no fue detectada en ninguna
de las cepas evaluadas utilizando el
medio de crecimiento TSB pH 8 a
37 °C, lo que sugiere que la ex-
presion del gen tcpA pudiera estar
reprimida por factores externos
como el pH, la temperatura y nu-
trientes especificos que se encuen-
tran en este medio de cultivo. Las
cepas El Tor y 0139 expresaron 6p-
timamente el TcpA en medio AKI
(Fig. 1), 1o cual coincide con lo re-
portado para estas cepas.” Por otra
parte, la produccién de TcpA no fue
detectada en las cepas vacunales
638, SG251a y LL912 en ninguna de
las condiciones de cultivo evalua-
das. Sin embargo, se sabe que estas
cepas colonizan adecuadamente el
intestino de ratones lactantes, lo
cual sugiere que ellas producen el
TCP in vivo.® Teniendo en cuenta lo
anterior, deben existir senales in
vivo que activan o potencian la ex-
presion del gen tcpA en estas cepas
vacunales.

Los vibriones al colonizar el in-
testino establecen una interacién
directa con las células enterociticas,
estas interacciones se han estudia-
do en experimentos in vitro utlizando
medios sintéticos como Dulbecco’s
y PFHM.2 En el medio Dulbecco’s
se observa la presencia de TcpA en
las cepas Clasicas 569B y CVD103HgR,
sin embargo, la produccién de esta
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Fig. 1. Deteccion por Western Blot de MshA y TcpA. Panel Ay C. Se utiliza el anticuerpo monoclonal 2F12F1 especifico para MshA
En todas las condiciones de cultivo se observa la presencia de MshA para todas las cepas de Vibrio cholerae excepto en el mutante
KHT46. Panel By D. Se utiliza el anticuerpo 10E10E1 especifico en el reconocimiento de TcpA. La presencia de TcpA esta determi-
nada por el serogrupo o biotipo de la cepa, el medio de cultivo empleado y las caracteristicas particulares de la cepa. La KHT52

tiene una mutacion en el gen tcpA .
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proteina no fue detectada en las ce-
pas El Tor y 0139 (Fig. 1). En este
medio las bacterias crecieron en
presencia de CO,, el cual potencia
la expresion de TcepA. Por otra par-
te, en el medio PFHM la mayoria de
las cepas produjeron TcpA (Fig. 1),
lo cual indica que el CO, no es la
Unica senal capaz de potenciar la
producciéon de esta proteina. Debe
tenerse en cuenta que en ambos
medios estd presente el CO,y sin
embargo, las cepas El Tor y O139 no
producen TcpA en el medio Dulbecco’s.
Lo anterior sugiere que algin com-
ponente de este medio regula
diferencialmente la expresién de
tcpA para las cepas Clasicas con
respecto a las El Tor y O139.

Detecciéon de MSHA y TCP en la
superficie de las cepas de V. chole-
rae

Los niveles de expresion del gen
mshA en las cepas Clasicas son si-
milares a los detectados en las ce-
pas El Tor y 0139, sin embargo, se
ha reportado que las cepas Clésicas
ensamblan pobremente la MSHA
en su superficie al compararlas con
las cepas El Tor y 0139.2 La cepas
El Tor resultaron las mas sucepti-
bles a la infeccién con el fago VGJ¢
(+++) (Tabla 2), lo que demostré que
MSHA es un receptor abundante en
estas cepas. Sin embargo, los can-
didatos vacunales 81 y 638 pertene-
cientes a este biotipo no se infecta-
ron con VGJ¢ (Tabla 2) atn cuando
producen la proteina mayoritaria
MshA (Fig. 1), estas cepas probable-
mente porten una mutacién en los
genes de secrecion y(o) ensamblaje
que les impide exponer la pilina en
la superficie bacteriana. Si bien las
cepas CRC266, CRC262 y las El Tor
expresan cantidades similares de
MSHA en su superficie (Tabla 2), la
cepa SG251 y sus derivados (SG251a
y L912) presentan niveles mas ba-
jos de susceptibilidad al fago (+), 1o
cual indica que estas cepas produ-
cen una menor cantidad de MSHA
en su superficie (Tabla 2). La mayo-
ria de las cepas Clasicas exporta la
pilina hacia la superficie celular (Ta-
bla 2), ain cuando en ellas se observa
una mayor variabilidad en la canti-
dad de pilina exportada. Por ejem-
plo, hay cepas como la 1395 (+++),
muy suceptibles, o como la 569B
(+), poco susceptibles (Tabla 2). La
cepa CA385, al igual que 1a 81 y 638,
no se infecta con el fago VGJ¢ (Ta-
bla 2), aun cuando produce la MshA
(Fig. 1). Muchos reportes plantean
que la MshA se expresa exclusiva-
mente en las cepas El Tor y que en

las cepas Clasicas su expresiéon es
casi nula,? sin embargo, los resul-
tados presentados aqui demuestran
que la mayoria de las cepas de este
biotipo expresan la MSHA en su
superficie. Las diferencias encontradas
indican que el método de infeccién
por el fago VGJ¢ es mas sensible
que el método de hemaglutinacién
de eritrocitos de gallo para detec-
tar la presencia de la MSHA en la
superficie de las cepas de V. chole-
rae.

La pilina TCP es el receptor ce-
lular del fago CTX¢ en V. cholerae.?
Los experimentos de infeccién con
CTX¢ en las cepas Clasicas demos-
traron que todas se infestan con el
fago (Tabla 2), lo cual resulta intere-
sante pues algunas de ellas no pro-
dujeron TcpA (Fig. 1). Lo anterior
pudiera deberse a que el método de
infeccién por el fago CTX¢ es méas

sensible que la deteccién de TcpA
por Western Blot. Otra posibilidad
seria que la infeccién de CTX¢ esté
ocurriendo por el complejo de pro-
teinas de membranas TolQRA, el
cual ha sido reconocido como una
via alternativa de entrada del fago
CTX¢ en cepas carentes de TCP*
Por otra parte, las cepas El Tor y
0139 no fueron infestadas por CTX¢
(Tabla 2), ya que poseen en su geno-
ma una copia del gen rstR el cual
reprime transcripcionalmente la ex-
presion de los genes del nuevo fago
que infecta las cepas de V. cholerae,
confiriendo asi inmunidad contra
CTX¢.26 Aun cuando la presencia de
TCP no pudo ser detectada en las
cepas El Tor y 0139, el ensamblaje
de esta pilina en las diferentes ce-
pas analizadas ha sido comprobado
por experimentos en el modelo de
raton lactante.?’

Tabla 2. Susceptibilidad de las cepas de V. cholerae a la infeccion con los fagos

VGJ-Kné v CTX-Kno.

Cepas bacterianas  Susceptibilidad a VGJ-Kn¢**  Susceptibilidad a CTX-Kn¢x*
¥ crolerae
569B + +++
CVD 103 Hgr + nr
0395 +++ ++
CA401 +++ ++
CA385 - +
NIH35A3 ++ ++
1395 +++ ++
N16961 +++ -
JBKT70 ++ nr
C7258 +++ -
81 - -
638 - -
C6706 +++ -
KHT46 - -
KHT52 +++ -
413 +++ -
1333 +++ -
E7946 +++ -
Lima +++ -
3083 +++ -
SG25-1 + -
SG25-1a + -
1912 + -
CRC262 +++ -
CRC266 +4+ —

* Las cepas crecieron en condiciones 6ptimas de expresién para TCP: Clasicas, LB pH
6,5; El Tor y 0139 AKI. ** Las cepas crecieron en condiciones éptimas de expresion
para MSHA: TBSa37°C. +++ Masde 10* UFCresistentes a kanamicina. ++ Entre
10?2y 10* UFCresistentes a kanamicina. + Menos de 10? UFC resistentes a kanamicina.
— Ninguna colonia detectada en LB-kanamicina. nr No realizado.
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que
la produccién de la proteina mayo-
ritaria de la MSHA en las cepas de
V. cholerae no depende de las con-
diciones de crecimiento utilizadas,
lo cual indica que su regulacién no
estd influenciada por factores exter-
nos como el pH, la temperatura o el
CO, y que por tanto, se comporta
como una proteina de expresién
constitutiva. Por el contrario, la pro-
duccién de TepA estd més regulada
por las sefales externas tales como
la presencia de CO, y los componen-
tes del medio, asi como las caracte-
risticas intrinsecas de cada cepa.
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