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3.3.C.- SENSIBILIDAD A LOS BACTERIOFAGOS.

Al determinar la sensibilidad a los bacteriéfagos 18, 69, 145, Aeh-1 y PM3 a 37C y
a os fagos PM1 y PM2 a 20°'C de cepas de serogrupo O11, mediante siembra en masa de
10* células bacterianas y 10° p.f.u. de cada uno de los bacteriéfagos, se observé que todas
las cepas del citado serogrupo eran resistentes a los bacteriéfagos 18, 69, 145, PM1, PM2

y Aeh-1 y tnicamente, alguna de ellas era sensible al bacteriéfago PM3 a 37°C.

En cuanto a la sensibilidad de los mutantes isogénicos para estructuras superficiales, se
observé que aquellos mutantes que habfan perdido la estructura proteinica denominada
limina-S (O":S'y 0§, se convertian en sensibles a los bacteriéfagos PM2 y Aeh-1 a
37°C. Aquellos que perdian el antigeno O del LPS pero no la ldmina-S, presentaban
sensibilidad a los mismos bacteriéfagos que la cepa salvaje de la que procedian y
finalmente, los mutantes que tnicamente habian perdido el flagelo, pero su LPS y limina-S

seguian intactas, se convertian en resistentes sélamente al bacteriéfago PM3.
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TABLA 37: Sensibilidad a los bacteriéfagos de algunas cepas de Aeromonas
hydrophila serogrupo O11.

Bacteriéfagos

37C 20C
Cepas 18 69 145 Aeh-1 PM3 PM1 PM2
TF7 (O*:S%) - -, - - + - -
LL1 " - - - - + - -
ATCC9071 " - - - - - - -
AH-205 " - - - - - - -
AH-121 " - - - - - - -
AH-45 (0*:8) - - - + + - +
AH-21 (O:§8%) - - - - + . - -
AH-24 (O:8*") - - - +- o+ - +/-
AH-26 (O:S) - - -+ + - +

AH-28 (no métil) - - - - - - -

+: sensibilidad.
-: resistencia.



Cabe indicar que A. salmonicida A-450 (O*:ldmina-A*) y A-450-3 (O*:ldmina-S’) son
sensibles al bacteri6fago PM2 cuyo receptor como se indica en esta memoria es el nicleo

del LPS.
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3.3.D.- CARACTERISTICAS SUPERFICIALES.

3.3.D.1.- AUTOAGLUTINACION.

La autoaglutinacién es una propiedad presente en algunas cepas bacterianas de

Aeromonas hydrophila, que se ha relacionado con la virulencia (117).

Se ha observado que la cepa TF7 de serogrupo Ol11 al crecer estitica en B.H.L
durante 24 h. a 37°C, da lugar a un precipitado por autoaglutinacién, siendo por tanto SP*.
Asi mismo, la citada cepa bacteriana autoaglutina tras ser hervida durante una hora, por lo

que se clasifica como PAB”.

Por otro lado, al realizar este mismo tipo de experimentos con los mutantes isogénicos
para estructuras superficiales derivados de la cepa TF7 se apreci6 que: los mutantes con
ldmina-S y deficientes en antigeno O del LPS como AH-21 (O:S*) y AH-24 (O:$*) son
SP* PAB*, los mutantes deficientes en ldmina-S como el AH-45 (O0":S) y AH-26 (O:S)
son SP"PAB-, y los mutantes deficientes en flagelo como AH-28 son SP- PAB .Todos estos
- datos, que se hallan reflejados en la tabla 38, parecen indicar que la carencia de l4mina-S
6 flagelo provocan alteraciones en la superficie bacteriana que implican la no formacién de

precipitado por autoaglutinacion.
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: Un dato relevante es que no todas las cepas salvajes de serogrupo Ol1 tiene la
capacidad de autoaglutinar, lo cual parece indicar que no unicamente la limina-S y el

flagelo juegan un papel importante en este proceso, sino que deben existir otras estructuras

implicadas en €l, como podrian ser las fimbrias.

Todo ello, indica que la relacién autoaglutinacion-virulencia es unilateral y no bilateral
ya que, todas las cepas que autoaglutinan son virulentas, pero no todas las cepas altamente

virulentas autoaglutinan.

9
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TABLA 38: Autoaglutinacion de la cepa TF7 y sus mutantes isogénicos.

Cepas bacterianas SP PAB
TF7  (0*S") + +
AH-21" (O:S*) + +
AH-24 (O:8*) + +
 AH-45 (0"S) . -
AH-26 (O:S) - -

AH-28 (no métil) - -




3.3.D.2.- HIDROFOBICIDAD.

El estudio de la superficie bacteriuna de los mutantes isogénicos para estructuras
superficiales de cepas de serogrupo Ol1, no es conclusiva mediante el test de adhesién de
hidrocarburos. Esto se debe al fendmeno de uautoaglutinacién que presentan algunas cepas

del citado serogrupo.

La autoaglutinacién forma agregados de células que hacen que la medida de
hidrofobicidad varie. Ademds, esto se¢ complica considerablemente si deben compararse las
medidas de hidrofobicidad existentes entre la cepa parental, capaz de autoaglutinar y los

mutantes isogénicos que no tienen capucidad de autoaglutinar.



3.3.D.3.- MOTILIDAD.

La motilidad es una propiedad presente en todas las Aeromonas mesoéfilas englobadas
dentro del grupo de las Aeromonas mdtiles, como es el caso de las cepas pertenecientes al

.

serogrupo O11.

Se ha observado mediante test de In gota y crecimiento en agar gelatina, que todas las
cepas de serogrupo Ol1 son mdtiles y que los mutantes isogénicos para l4mina-S y LPS,

también lo son.

Unicamente los mutantes de flagelo (H’ como la cepa AH-28 y AH-55, obtenidos por
resistencia al bacteri6fago PM3, los cuales no tienen capacidad de autoaglutinar, no son

métiles (Figura 21).
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FIGURA 21: Crecimiento en placas semisiolidas de TSB suplementadas con agar-agar
al 0.3% y 8% de gelatina (98). A) Rapida expansién de la cepa TF7 al
crecer en el medio anteriormente citado. B) Crecimiento puntual de la
cepa AH-28 a causa de la carencia de flagelo.
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3.3.E.- PRODUCCION DE TOXINAS.

Se estudi6 la capacidad de producir toxinas que poseen las Aeromonas métiles se
serogrupo O11 y sus mutantes isogénicos respectivos, mediante andlisis de sobrenadantes
seglin el método descrito por Lallier (72). Con ello, se observé que las cepas de serogrupo
Ol11 y los mutantes isogénicos para estructuras superficiales. poseen la misma capacidad de
sintesis de hemolisina, proteasas, fuctor dermonecrdtico, amilasas, gelatinasas, enterotoxinas,

etc.

Si comparamos la capacidad de sercrecion de este serogrupo con la de otros,
observamos que por ser el grupo miis virulento dentro de las Aeromonas métiles, presenta
un nivel de secrecion inferior al de otros serogrupos menos virulentos como podria ser el

034.



3.3.F.- SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS.

Al determinar la sensibilidad a algunos antibiéticos de las cepas salvajes y los
mutantes isogénicos para estructuras superficiales, observamos que todos eran sensibles a :
Carbenicilina (20 pg/ml), Ampicilina (40 pg/ml) y SDS (1 mg/ml.); resistentes a :
Tetraciclina (5 pg/ml) y K,TeO, (0.25 pg/ml.); y dnicamente existen diferencias entre la
cepa salvaje y algunos mutantes para : Polimixina (20 pg/ml.), Streptomicina (30 pg/ml.),
Novobiocina (60 pg/ml.), Neomicina (10 pg/ml), Acido nalidixico (0.5 pg/ml) y EDTA
(1 mg/ml.).

Bdsicamente, las diferencias mds importantes en lo que respecta a la sensibilidad de
los antibidticos residen el los mutantes con deficiencias conjuntas en el LPS y la ldmina-S
(0:S'y O:8%). En consecuen.cia, parece ser que estas dos estructuras superficiales poseen
un efecto inhibiendo fisicamente la difusién de estos antibiéticos. .

En la tabla 39, unicamente se hallan computados los resultados obtenidos en la cepa
"'I'F7 y en sus mutantes isogénicos, pues para cualquier otra cepa los resultados eran

' idéntico.
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TABLA 39: Resumen de la sensibilidad a los antibidticos de la cepa TF7 de
Aeromonas hydrophila serogrupo O11 y de sus mutantes para estructuras
superficiales.

Antibiético TF7 AH-21AH-24 AH-26 AH-45AH-28

Tetraciclina (5 pg/ml.) NC NC NC NC NC NC

Polimixina (20 pg/ml.) C C C C C C
Carbainicilina (20 pg/mt) C C C C C C
Streptomicina 30 pgml) C C NC NC C C
Neomicina (10 pg/ml.) C C NC NC C C
Ac. nalidixico (0.5 pg/ml) C C NC NC C C
Ampicilina (40 pg/ml.) C C C C C C
Novabiocina (60 pg/ml) C NC NC-NC C C
SDS (1 mg/ml.) C C C C C C
EDTA (1 mg/ml.) Cc C NC NC C C
K,TeO, (0.25 pg/ml.) NC NC NC NC NC NC

NC: Sensibilidad al antibidtico.
C: Resistencia al antibidtico.



3.3.G.- ESTUDIO DE LA ACCION DEL SUERO NO INMUNE SOBRE CEPAS DE
'~ SEROGRUPO O11.

3.3.G.1.- RESISTENCIA DE LAS CEPAS A LA ACCION BACTERICIDA DEL
SUERO NO INMUNE.

A partir de la cepa TF7 de Aeromonas hydrophila serogrupo Ol11 (O*:S*) que presenta
un lipopolisacdrido completo de serogrupo Ol1 y una estructura pmtefnic;a denominada
ldmina-S, se obtuvo un conjunto de mutantes isogénicos para las estructuras superficiales
(ldmina-S y LPS), tal y como se muestra en la tabla 40, que nos permitiese estudiar la

accion bactericida del suero no inmune.

Al estudiar la accién del suero se observé que tnicamente los mutantes de la cepa
TF7 deficientes en la estructura denominada ldmina-S y en antigeno O del LPS (O:S),

como el AH-26, eran sensibles al suero no inmune (Grdfica 9) en las condiciones

empleadas.

Debo indicar, que las cepa parental (O*:S*) y los mutantes deficientes Gnicamente en
ldmina-S (0*:S), como el AH-45, no son sélo resistentes a la accién bactericida del suero
sino que siguen creciendo a lo largo de toda la incubacién. Por otro lado, los mutantes
deficientes tnicamente en antigeno O (O:S* y 0:S*), como AH-21 y AH-24, experimentan

un ligero descenso durante la primera hora de incubacién en suero fresco no inmune, pero
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rdpidamente se recuperan e incluso crecen durante el resto de la incubacién (Gréfica 9).

Debido a que la mezcla de incubacion (PBS:suero, 1:4) hay una cantidad de nutrientes
inferiores a los del medio original en el que se hallaban las cepas, se comprobé que las
diferencias de viabilidad observadas se debian a factores bactericidas del suero y no a
factores nutricionales. Con este fin, se descomplement6 el suero por calentamiento a 56 C
durante 30 min. o por tratamiento con EDTA y se estudié la supervivencia de las cepas
sensibles (O:S7), en el citado suero. Al llevar a cabo este experimento, se observé la
ausencia total de mortalidad en estos mutantes, tal y como se muestra en la tabla 41. De
estos resultados se desprende que la sensibilidad anteriormente citada es causada por el
poder bactericida del complemento existente en el suero no inmune, tanto de conejo como

humano, y no a factores nutricionales.

Tras haber mantenido los mutantes sensibles al suero (O:S°) de Aeromonas hydrophila,
en contacto durante 3 h. con suero fresco no inmune sin descomplementar, se obtuvieron
supervivientes que se purificaron mediante estria en placa. Posteriormente, se analizé la
resistencia al suero de estas cepas (Tabla 41) y se comprobd la seleccién de poblaciones

resistentes, como las del mutante AH-27 (Grdfica 9).
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TABLA 40: Cepas de Aeromonas hydrophila serogrupo O11 utilizadas para llevar a
cabo los estudios de resistencia a la accion bactericida del suero no

inmune.

Cepas Caracteristicas Origen . Suero
TF7 oS R. Lallier, Canada  Resistente
AH-45 O’;S' Derivada .dc TF7 Resistente
AH-21 oS Derivada de TF7 Resistente
AH-24 O:§* Derivada de TF7  Resistente
AH-25 oS Derivada de TF7 Sensible
AH-26 o5 Derivada de TF7 Sensible
AH-27 oS Derivada de AH-26 Resistente
AH-100 0:s Derivada de AH-25 Resistente




GRAFICA 9:Supervivencia de la cepu TF7 de A. hydrophila serogrupo Ol11 y sus
mutantes isogénicos derivados, ante ln accion del suero fresco no inmune.
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TABLA 41: Supervivencia de la cepa TF7 de A. hydrophila serogrupo O11 y sﬁs
mutantes isogénicos al poncerse en contacto con suero normal y suero
descomplementado *.

% de supervivicntes en:

Suero normal Suero descomplementado

Cepas lh. 2h. 3h Ih. 2h. 3h

TF7 104 112 120 103 118 125
AH-45 100 108 110 102 110 116
AH-21 95 103 107 104 105 9
AH-24 86 100 105 102 106 110
AH-25 08 <01 <0.1 102 105 108
AH-100 99 104 107‘ 104 107 112
AH-26 0.7 <01 <01 101 103 109
AH-27 98 101 105 102 107 110

W9 El suero normal no inmune se descomplemento por tratamiento con calor a 56°C

durante 30 min. o bien, por tratumicwnto con EDTA durante 1 h. a 37°C.
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Una vez comprobada la resistencia al suero no inmune de estos mutantes, se

estudiaron sus caracteristicas superficiales.

En primer lugar, se analiz6 su LPS mediante gel SDS-PAGE y tincién con nitrato de
plata. Esto, revelé que presentaban un LPS corto (sin antfgeno Q), de menor movilidad

electroforética que el de las cepas sensibles al suero (O3S7) de las que proceden (Figura 22).

En segundo lugar, se estudid la composicion qun’niica del LPS de estos mutantes
resistentes y se observé que presentaban un descenso en la cantidad de KDO, L-heptosas y
mannosa, un aumento en el nivel de glucosa y aparecia galactosa (Gréfica 10). Todo ello
con respecto a las cepas sensibles al suero de las que proceden. Esta aparicién de galactosa

en el LPS podrfa provocarle un cambio eswructural que conferfa proteccién a la bacteria

ante la accién del complemento presente en suero no inmune.

En tercer lugar, se determind si los citados mutantes suero resistentes (AH-27 y AH-
100) presentaban la estructura superficial proteinica denominada l4mina-S, presente en las
cepas salvajes de serogrupo Ol1. Con este (in, se purificaron las membranas externas de
cada uno de los mutantes resistentes y s¢ realizd un Western-blotting", revelado con
antisuero anti-ldmina-S de la cepa TF7 de A__hxc_lmpmla Esto, puso de manifiesto la

ausencia de 14mina-S en los citados mutantes (Figura 18).
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Finalmente, mediante geles SDS-PAGE teilidos con Coomassie blue, se estudié su
patrén de proteinas de membrana externa y se observé que era idéntico al de las cepas

sensibles al suero (AH-25 y AH-26) de las que derivan.

Todos estos datos indican que las cepas resistentes al suero, obtenidas
espontdneamente a partir de cepas sensibles, tnicamente difieren de las cepas que derivan
en la movilidad electroforética de su LPS ¢en SDS-PAGE y en la composicién quimica del
mismo. En consecuencia, al igual que ocurre con las cepas de serogrupo O34, existe una
relacién estrecha entre la composicion guimica y estructuras del LPS y la resistencia a la

accién bactericida del suero.



FIGURA 22: Gel SDS-PAGE del LPS de los mutantes obtenidos por resistencia al
suero a partir de las cepas sensibles AH-25 y AH-26 de A. hydrophila

serogrupo O11. Columna: 5, Mutante sensible AH-26; y 6, Mutante
resistente al suero AH-27;
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TABLA 42: Resumen de la composicion quimica del 1.P’S purificado de los mutantes
sensibles al suero de la cepa TF7 (O38” y de sus respectivos derivados

resistentes.

pmoles/mg. de LIPS de:

LPS KDO L-Heptosa D-Hepiosa Pentosa Glucosa Galactosa Mannosa lexos

TF7 0.025 0.32
Al1-26  0.22 1.31
AH-27 0.'1 1 0.98
AH-25 0.21 1.29
AH-100 0.09 1.95

0
0
()

]

0
Q0
0

0

1.22 1.27
002 0
0.12 1.27
0.01 0
0.i0 1.25

1.52 0.57
2.57 0
1.28 0
2.55 0
1.28 0

GRAFICA 10:

Histogromn comparativo de la composicion del LPS purificado de

las cepas All-26 (O:S" sensible al suerv) y de la cepa All-27 (O:§

resistente nl suero).
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3.3.G.2.- VIA DE ACTUACION DEL COMPLEMENTO.

Cuando estudiamos la resistencia a la accién bactericida del suero, habfamos
observado que unicamente las cepas de tipo O:S derivadas de la cepa TF7 de A,
hydrophila eran sensibles al ponerse en contacto con suero normal no inmune. Por el
contrario, si se ponfan en contacto con suero descomplementado (inhibida la vfa cldsica y
la alternativa) por tratamiento con EDTA o por calor durante 30 min. a 56'C, se observaba

la perdida de actividad bactericida sobre estas mismas cepas.

Esto, demuestra de forma clara que la actividad bactericida del suero no inmune en

las cepas de serogrupo O11 se debe a la accion del complemento.

Tras determinar el agente causal de la actividad bactericida del suero no inmune, se
determiné la via de activacién del mismo. Con este fin, se incubaron las cepas sensibles
(O:S’) por un lado con suero al que se le habia inhibido la via cldsica del complemento
(CCP) por tratamiento con Mg*-EDTA y por otro, con suero al que se le habfa inhibido la
v4 alternativa del complemento (ACP) por tratamiento con inulina o calentamiento a 50'C
durante 20 min. Se observé que el suero deficiente en CCP perdia la actividad bactericida
"y por el contrario, el suero deficiente en ACP seguia presentando dicha actividad

(Grifica 11).
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Para acabar de confirmar la via de actuacién del complemento, se incubaron las cepas
sensibles (O:S)con suero no inmune deficiente en Clq (subunidad de la proteina C1 del
complemento, clave para el inicio de la via cldsica). Al emplear este tipo de suero,
observamos que las cepas sensibles a la accién del suero normal no inmune, se convertian
en resistentes, pues eran capaces de crecer en €l. Este hecho, sugiere que la via de

actuacién del complemento sobre las cepas de serogrupo 0 11, es la via cldsica.
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GRAFICA 11: Cinética de muerte de la cepa sensible al suero AH-26 de A.
hydrophila al ponerse en contacto con suero no inmune al que se
le ha inhibido la CCP, la ACP y ambas vias.
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33.G3.- INHIBICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL SUERO NO
INMUNE.

Tras obtener un conjunto completo de mutantes isogénicos para las estructuras
superficiales de la cepa TF7 de serogrupo Oll, se determind la estructura superficial
responsable de la resistencia a la accién bactericida del suero no inmune. Con este fin, se
purific6 el LPS de los mutantes sensibles (AH-26 y AH-25) y resistentes (AH-45, AH-21,
AH-24, AH-27 y AH-100) al suero y el de la cepa salvaje (TF7). Los citados LPS
(100 pg/ml.), asf como la ldmina-S purificada de la cepa TF7 (100 pg/ml. de proteina) se
incubaron con suero de conejo y humano a 37°C durante 1 h., para que se desencadenase
la accién del complemento y posteriormente, el mencionado suero se puso en contacto con
las cepas sensibles (AH-25 y AH-26) para determinar si alguna de las estructuras

superficiales aisladas conferfa proteccion a los mutantes sensibles.

Gracias a esto, pudimos apreciar que la ldmina-S no juega ninglin papel en la
resistencia a la accién bactericida del suero; a diferencia de lo que ocurre con la 1dmina-A,

presente en las cepas virulentas de Aeromonas salmonicida; y que el LPS de las cepas

resistentes protege a las cepas sensibles de la accion del complemento, tal y como se

" muestra en la tabla 43.

Una vez confirmada la responsabilidad del LPS en la activacién del complemento, se

determiné la regién del mismo causante de dicha accion.
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Para llevar a cabo este estudio, se fracciond el LPS de las cepas O* (TF7 y AH-45)
en funcién de su peso molecular (Figura 15) y las fracciones obtenidas se agruparon en dos
"pool” : uno que contenfa las fracciones de elevado peso molecular (HMW-LPS) y otro,
que contenfa las de bajo peso molecular (LMW-LPS). Luego, las fracciones agrupadas de
este modo, asf como el LPS de algunas cepas, tanto sensibles como resistentes, que se
presentaban tinicamente moléculas de bajo peso molecular (O se utilizaron para inactivar
suero no inmne. Al realizar esto, se observd que las cepas de Acromonas hydrohila
serogrupo O11 sensibles al suero presentan un elevado porcentaje de supervivencia,
s6lamente si el suero ha sido preincubado con fracciones de bajo peso molecular o con

LPS sin HMW-LPS de las cepas resistentes (Tabla 44).

Todos estos resultados indican que la region del antigeno O del LPS (HMW-LPS) y la
ldmina-S no activan el complemento y por el contrario, es la regién del nicleo del LPS

(LMW-LPS) la responsable de esta activacion.

Este proceso de activacién del complemento es similar al empleado por las cepas de
Aeromonas_salmonicida en lo que respecta al LPS, ya que en esta especie bacteriana
también es el niicleo del LPS el responsable de la activacién del suero, y es diferente en lo
referente a la l4mina-A, pues esta estructura superficial protefnica juega un papel

importante en la proteccién a la accion bactericida del compiemento.



TABLA 43: Inhibicién de la accién bactericida del suero sobre cepas de A. hydrophila
de serogrupo O11 mediante LPS homélogos y heterélogos y limina-S.

% de supervivencia tras 60 minutos de incubacion en

Suero con LPS de las cepas: Suero con
Suero lamina-S de
Cepas control TF7 AH-45 AH-21 AH-26 AH-27 la cepa TF7
AH-25 «l 101.2 103.6 98.5 <l 99.8 <1
AH-26 <1 1023 1018  99.9 <1 974 <1

LPS= 100 pg/mi. ..
Limina-S= 100 pg/ml de proteina.

TABLA 44: Inhibicion de la actividad bactericida del suero sobre cepas de A.
hydrophila de serogrupo 0:11 con moléculas de elevado peso molecular
(HMW-LPS) del LPS y de bajo peso molecular (LMW-LPS).

% de supervivencia tras 60 min. de incubacién con:

Suero con HMW-LPS de: Suero con LMW-LPS de:
Suero
Cepas control TF7 All-45 TF7 AH-45 AH-26 AH-27
AH-25 <l <1 <1 103.2 100.5 <1 99.3
AH-26 <1 <1 <l 101.5 102.7 <1 100.0

HMW-LPS o LMW-LPS = 100 pg/ml.
HMW-LPS ( fracciones 2-4) y LMW-LPS (fracciones 8-11).
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3.3.G.4.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOMPLEMENTARIA.

Los experimentos realizados hasta el momento parecfan indicar que el papel principal
de la protecci6n, ante la actividad bactericida del suero, lo tenfan las fracciones de bajo
peso molecular (LMW-LPS) existentes en el nucleo del LPS de serogrupo O11 y no las
fracciones de elevado peso molecular (HMW-LPS) del LPS o la 14mina-S, presentes en las
cepas salvajes de este serogrupo de Aeromonas mdtiles. En consecuencia, las LMW-LPS

afectan al complemento.

La actividad anticomplementaria del LPS de serogrupo Ol1 se midié para determinar
si el efecto inhibitorio de la actividad buactericida del suero se debfa a la habilidad para
activar y consumir el complemento existente en el suero. La actividad anticomplementaria
del LPS de las cepas resistentes al suero depende de Ia dosis, al igual que ocurre con las
moléculas de bajo peso molecular del LPS (LMW-LPS). El LPS de las cepas sensibles
presenta un baja’actividad anticomplementaria, al igual
que ocurre‘con las moléculas de elevado peso molecular (HMW-LPS) y la 1dmina-S de las

cepas salvajes de serogrupo Ol11.

Las estructuras superficiales con actividad anticomplementaria en cepas de Aeromonas

métiles se serogrupo Ol11, son diferentes, a pesar de su similitud estructural, a las que se

hallan en Aeromonas salmonicida, ya que en esta especie bacteriana presentan actividad

anticomplementaria tanto las facciones de bajo peso molecular (LMW-LPS), como la

ldmina-A.



3.3.H.- VALORACION DE LOS NIVELES DE PROTEINAS DEL COMPLEMENTO.

3.3.H.1.- NIVELES DE Clq EXISTENTES EN SUERO NO INMUNE
TRATADO CON CEPAS DE SEROGRUPO O11.

Tal y como han establecido los experimentos anteriores, son las LMW-LPS de
serogrupo Ol11 de A. hydrophilg las responsables de la activacién del complemento a través
de la via cldsica. Uno de los experimentos adicionales que corroboran este hecho es el
descenso de los niveles de Clq presentes en el suero no inmune, al incubarse con 10°

células 6 100 pg/ml. de LPS, tanto de las cepas sensibles como resistentes de este

SEerogrupo.

Ademds, si ponemos en contacto ¢l suero no inmune con LMW-LPS, HMW-LPS y
ldmina-S purificada, observamos que los niveles de Clq unicamente descienden con las
LMW-LPS y por el contrario, la presencia de HMW-LPS y ldmina-S no provoca ningin

tipo de descenso, indicando en consecuencia que no activan la via cldsica del complemento.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos con las fracciones de elevado y bajo peso
" molecular del LPS de Aeromonas salmonicida, ya que tnicamente las LMW-LPS dan lugar
a un descenso en los niveles de Clq del suero. Sin embargo, difieren en el comportamiento
de la ldmina-A, pues esta estructura proteinica superficial produce un descenso en los
niveles de Clq existentes en el suero no inmune. Todo ello, indica que en A, salmonicida

las LMW-LPS y la ldmina-A activan la via cldsica del complemento.
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3.3.H2.- NIVELES DE C3b y C5b-9 DEPOSITADOS EN CEPAS DE

SEROGRUPO O11 TRATADAS CON SUERO NO INMUNE.

Una vez determinada la via de activacion del complemento en este serogrupo, se
estudiaron los niveles de C3b y C5b-9 depositados en la membrana de la cepa TF7 y
alguno de sus mutantes, tanto sensibles como resistentes, al entrar en contacto con suero no

inmune.

Al estudiar los niveles de C3b. unido a membrana, observamos que la cepa salvaje
TF7 (0*:S*) y los mutantes resistentes que carecian de antfgeno O del LPS al suero (0°S*
0:S* y O:5*%) no ligaban C3b a sus membranas externas. Por el contrario, los mutantes
resistentes al suero que posefan antigeno O del LPS (0*:S") unfan cierta cantidad de C3b a
sus membranas y los mutantes sensibles al suero (O':S’) presentaban gran cantidad de C3b

unido sobre sus membranas. Todos estos resultados se muestran en la figura 23.

Tras determinar la unién de C3b, se estudié si las cepas capaces de unir este
fragmento activo del sistema del complemento, también eran capaces de presentar en sus .
membranas C5b-9, el cual permite que el complemento lleve a cabo su cadena completo.
Se observé que el mutante resistente AH-45 (O":S’) no unfa C5b-9 a sus membranas, de
ahf que resistencia a la accién del complemento y los mutantes sensibles (O:S) si

Presentaban sobre sus membranas C5b-9, tal y como se muestra en la figura 24,
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Probablemente, el que 1a cepa AH-45 una C3b pero no ligue a sus membranas C5b-9
se debe a que el C3b se une a zonas alejadas de la membrana externa, como podrian ser
las cadenas polisacdridas del antigeno O del LPS, con lo cual no puede formarse el

complejo C5b-9.
Todos estos datos se reflejan en la tabla 45 y confirman la resistencia a la accién del

suero de la cepa TF7 y de los mutantes resistentes (O*:S,, 0:§*, O°S*y O§"), asi como la

sensibilidad de la cepas sensibles al suero de tipo O:S’, como la AH-25 y AH-26.
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FIGURA 23: Determinacion de la union de C3b a la membrana externa de algunas
cepas de A. hydrophila de serogrupo O11, mediante marcaje con anti-
C3b ligado a proteina-A-oro de 20 nm. A) Mutante sensible AH-26 en el
que se observa union del C3b; y B) Mutante resistente a la accion del

suero, AH-27, en el que no se observa union.




FIGURA 24: Determinacién de la union de C5b-9 a la membrana externa de algunas
cepas de serogrupo 0 Il, mediante marcaje con anti-C5b-9 ligado a
proteina-A-oro de 20 nm. A) Mutante sensible al suero, AH-26, en el que
se observa una abundante uniéon de este complejo; y B) Mutante
resistente AH-27, el que no se aprecia ningin tipo de unién.
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TABLA 45: Niveles de C3b y C5b-9 del complemento unidos a la membrana externa
de diferente cepas de serogrupo O1l1 de A. hydrophila, al incubarse en
suero fresco inmune,.

Cepas sensibles Cepas resistentes
D.0. ks AH-25 AH-26 TF7 AH-21 AH-24 AH-45 AH-27
C3b 1.1 1.3 <0.] <0.1 <0.1 07 <0.1
C5b-9 1.4 1.7 <0.1 <01 <01 <01 <0.1
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3.3.1- DOSIS LETAL,,

Para estudiar el grado de virulencia de este serogrupo Ol11, asi como para determinar
si la perdida de alguna estructura superficial del citado serogrupo provoca una disminucién
en el grado de virulencia, se obtuvieron las dosis letales 4 (D.L.s,) tanto de la cepa salvaje

IF7, como de sus mutantes isogénicos para estructuras superficiales.

Se determiné la D.L.,, en raton y en peces, de las cepas : TF7 (0*:S*), AH-21 (O":S*),
AH-24 (0:S*), AH-26 (0:S) y AH-27 (0:S’) descritas anteriormente en la tabla 40. Con
ello, se observé que la cepa TF7 crecida a 37°'C posefa en ratén una D.L. 4, de 10*° y en
trucha de 10*%, lo que indica que es dos logaritmos inferiores a la que poseen las cepas de

serogrupo O34 y en consecuencia, mucho mds virulentas.
Ademds, pudimos apreciar que todos los mutantes poseen aproximadamente la misma

D.L.y, lo cual indica que las estructuras superficiales no son los principales implicados en ‘

la virulencia del serogrupo O11 de esta especie bacteriana.
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4. DISCUSION



Se han estudiado diferentes bacteri6fagos de cepas de Aeromonas mesofilas,
caracterizandose tanto el bacteriéfago como los receptores del mismo. De este modo, se
han aislado los bacteri6fagos PM1, cuyo receptor es el antigeno O del LPS de las cepas de
serotipo O34, el bacteri6fago PM2, cuyo receptor es el nicleo del LPS tanto de cepas de
A. hydrophila, A. sobria, y A. salmonicida; y el bacteriéfago PM3, cuyo receptor es el
flagelo monopolar de Aeromonas mesofilas de diferentes serotipos con respecto al antigeno

O.

El bacteri6fago PM1, presenta como receptor el antigeno O del LPS de las cepas O34,
ya que el LPS completo de dichas cepas, al igual que el HMW-LPS, una fraccién
enriquecida en antigeno O, de dichas cepas es capaz de inactivar el bacteri6fago mientras
que el LMW-LPS, una fraccién carente de antigeno O, es incapaz de hacerlo. Dicho
bacteriéfago es sumamente especifico de las cepas de. este serotipo como ocurre con los
bacteriéfagos cuyo receptor es el antfgenq O del LPS (174). Dicho bacteriéfago pertenece a
la familia Myoviridae de acuerdo con Matthews (86) y al grupo A2 segin Ackermann (1).
Es un bacteriéfago con doble cadena de DNA que presenta una cdpside poliédrica y una
placa basal con fibras en la cola. Dicho bacteri6fago por su restringido espectro de
ﬁuespedes representa un marcador bioldgico ;tccesible para la identificacién de Aeromonas
pertenecientes al serogrupo O34. Mutantes espontdneos resistentes a dicho bacteriéfago
carecen del antigeno O del LPS tal como se desprende de los geles de poliacrilamida y la
composicién quimica del LPS. Los mutantes resistentes al bacteri6fago PM1 todavian

presentan sensibilidad a bacteriéfagos de Aeromonas cuyo receptor es el nicleo del LPS.



El bacteri6fago PM2, presenta como receptor el niicleo del LPS y por consiguiente su
espectro de huespédes es muy amplio, como ocurre con todos los bacteriéfagos cuyo
receptor es el nicleo del LPS (76). Dicho bacteriéfago se inactiva tanto con LPS completo

como con el nicleo (LMW-LPS) de diferentes cepas de A. hydrophila, A. sobria y A.

salmonicida, mientras que el HMW-LPS de dichas cepas es incapaz de inactivar dicho
bacteriéfago. El bacteriofago PM2 pertenece a la familia Myoviridae de acuerdo con
Matthews (86) y al grupo A2 segiin Ackermann (1). Es un bacteriéfago con doble cadena
de DNA que presenta una cdpside poliédrica y una placa basal con espinas. Dicho

bacteri6fago es capaz de formar calvas en A. salmonicida con ldmina A mientras es

incapaz de formar calvas en A. hydrophila o A. sobria con ldmina S, marcando por tanto

una primera diferencia fundamental entre la limina A y la ldmina S. Mutantes espontdneos
resistentes al bacteri6fago PM2 presentan alteraciones en el nicleo del LPS y por supuesto
carecen de énu’gcno O, tal como se desprende de los andlisis quimicos del LPS y de la
mayor movilidad electroforética del nicleo de su LPS en geles de poliacrilamida. Este
hecho indica que presentan alteraciones en los oligosacdridos del nicleo del LPS. Los
mutantes resistentes al bacteriéfago PM2 son resistentes a todos los bacteriéfagos de

Aeromonas_que han sido utilizados en este trabajo.

El bacteri6fago PM3, presenta como receptor el flagelo monopolar de diferentes
serotipos de A. hydrophila tanto con Limina S como sin ldmina. Mutantes resistentes a
dicho bacteriéfago, presentan alteraciones en ¢l flagelo o la motilidad de dichas cepas

bacterianas. Dicho bacteriéfago es inactivado por células enteras de Aeromonas mesofilas
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en condiciones de motilidad (produccion de flagelos), mientras que no es inactivado por
células enteras de Aeromonas mesofilas en condiciones de no produccién de flagelos
(inmovilidad). Dicho bacteriéfago es inactivado por preparaciones de flagelos purificados
que en geles de poliacrilamida dan lugar a una dnica banda proteica. El bacteriéfago PM3
prcsénta doble cadena de DNA y pertence a la clase B de acuerdo con Bradley (16) y al
grupo Bl segin Ackermann (1). Dicho bacteriéfago es el primer bacteriéfago descrito

cuyo receptor es el flagelo en una especie distinta de las Enterobacterias.

Estos bacteri6fagos han permitido la agrupacion de diferentes cepas de Aeromonas
meséfilas que luego han correspondido a serogrupos distintos. Asi, por ejemplo las cepas
sensibles al bacteriéfago PM1 pertenecen todas al serogrupo O34. Dicho serogrupo presenta

las siguientes caracteristicas:

Sus cepas presentan un perfil de proteinas de membrana externa tremendamente

homogéneo, a diferencia de lo que ocurre habitualmente en cepas de A. hydrophila (91).

Ademds presentan un LPS heterogéneo, que ha sido caracterizado quimicamente por
primera vez en esta tesis. Dicho LPS presenta KDO, L-heptosas, glucosa y hesoxaminas; y
carece de D-heptosas, galactosa, rhamnosa y pentosas. De acuerdo con estas caracteristicas

se encuadra dentro del tipo 2 segiin Shaw y Hodder (136) de los tipos de niicleo del LPS

de Aeromonas mesofilas..
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Estas cepas del serotipo O34 presentan la caracteristica de ser mds virulentas a 20'C
que a 37°C. Tal como se especifica en los resultados, este fenémeno es debido a la
produccién de antigeno O del LPS a 20°C y a la prdctica ausencia del antigeno O del LPS
a 37°C. Este hecho queda de manifiesto tanto por la sensibilidad al bacteri6fago PM1 ( las
cepas son sensibles a 20'C pero no a 37°C), como por la sensibilidad a los bacterfiéfagos
18, 24, 69, 145 (cuyo receptor es el nicleo del LPS) a los que las cepas presentan
sensibilidad a 37°C pero no a 20°'C por un efecto de inaccesibilidad del receptor por
protecciéon del antigeno O del LPS. Ademas, mediante la utilizaciébn de anticuerpos
especificos para el antigeno O del LPS (anticuerpos especificos para el LPS de tipo O34
absorbidos por mutantes .carentes del antigeno O), queda demostrado mediante la utilizacioén
de diferentes técnicas immunoldgicas la produccién en células enteras crecidas a 20'C del
antigeno O, y la prictica ausencia del mismo en células enteras crecidas a 37°C. Este hecho
puede correlacionarse con una mayor secrecion de diferentes exoenzimas a 20°C (presencia

de antigeno O) que a 37°C.

Las dosis letales 50 de dichas cepas a 20°C son menos elevadas que a 37°C, lo cual
pone de manifiesto que la virulencia buacteriana, medida por dosis letales tanto en ratén

como en pez es mayor a 20°C que a 37°C.
Los mutantes resistentes al bacteriofugo PM1 carecen del antigeno O del LPS, y

presentan una menor virulencia ( mayor D.L. ) a 37°C como a 20°'C, implicando por tanto

al antigeno O del LPS en la virulencia de dichas cepas.
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Las cepas de Acromonas mesdfilas pertenecientes a dicho serotipo son resistentes a la
actividad bactericida del suero. Los mutantes carentes del antigeno O del LPS (mutantes
espontdneos resistentes al bacteri6fago PM1), son sensibles a la actividad bactericida del
suero, y su sensibilidad es dependiente del tipo de nicleo del LPS que presentan. Cuanto
menor es el nicleo del LPS mds sensibilidad al suero presentan. De este modo los
mutantes resistentes al bacteri6fago PM2 son mas sensibles a la actividad bactericida del

suero que los mutantes resistentes al bacteridfago PML.

Los mutantes isogénicos obtenidos por resistencia al suero de las cepas sensibles
presentan alteraciones en el nicleo del LPS pero no recuperan el antigeno O del mismo.
Esto hace pensar que dichas cepas, Aeromonas meséfilas de serotipo O34, manifiestan la
resistencia a la actividad complementaria del suero por los oligosacdridos que conforman el

niicleo del LPS.

Las cepas de Aeromonas meséfilas pertenecientes al serotipo O34 son sensibles a la
actividad bactericida del suero por la via clisica, tal como se desprende de los
experimentos realizados con suero no inmune en cepas sensibles al suero y la posterior

inactivacién del mismo.

La razén de la no sensibilidad al complemento del suero no inmune, tanto en las
cepas salvajes como en los mutantes isogénicos resistentes a la actividad bactericida del
suero, se debe, no a un efecto de no activacion del complemento sino a un efecto de evitar

el acoplamiento de C3b a la membrana de dichas cepas. Las cepas sensibles a la actividad
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bactericida del suero son capaces de activar el complemento, y al mismo tiempo son
capaces de interaccionar con C3b, con lo cual son capaces de formar los complejos C5b-9

sobre la membrana que acaban por formar poros que lisan dichas células.

Las cepas pertenecientes al serotipo O34 de Aeromonas mesoéfilas se encuentran
ampliamente diseminadas en la naturaleza. Dichas cepas son frecuentes tanto en aguas de
rios y mares, inclusive en zonas oligotrdficas, como en cepas que se producen a nivel de

aislamientos clinicos en casos de gastroenteritis.

Uno de los serotipos mds importantes dentro de las Aeromonas meséfilas a causa de
su elevado grado de virulencia en animales homeotermos como poiquilotermos, asi como
en la especie humana, es el denominado serotipo O:11. Este serotipo, presenta en su

superficie bacteriana dos antigenos mayoritarios:

1.- Un LPS homogéneo, caracterizado por presentar una doble banda de elevado peso
molecular (HMW-LPS) en SDS-PAGE, similar a la existente en las cepas virulentas de
Aecromonas salmonicida, aunque de menor movilidad electroforética (29). El citado LPS se
ha caracterizado quimicamente en esta tesis, observandose la presencia de KDO y L-
l;eptosas en el nicleo del LPS y de glucosa, galactosa, mannosa y hexosaminas en el
antigeno O del LPS. Este antigeno O del LPS difiere (a pesar de su similitud en SDS-

PAGE) a nivel quimico del presente ¢n las cepas de A, salmonicida, pues el de esta dltima

especie bacteriana contiene rhamnosa, en lugar de mannosa (138).
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2.- Una ldmina proteinica extraperiférica a la célula, denominada ldmina S, formada por
una proteina denominada proteina S (52 Kd.) (30, 31). Dicha ldmina posee una estructura
tetragonal y recubre, pricticamente la totalidad de la superficie celular, haciendo que el
LPS existente en esta especie bacteriana de Aeromonas mesdfilas quede totalmente
recubierto y por tanto, quede poco accesible a cualquier agente externo, como podrian ser
antibacterianos anticuerpos o bien bucteriGtagos. Esta poca accesibilidad del LPS en las
cepas de serotipo Ol11 hace dificil encontrar marcadores biol6gicos (bacteri6fagos) para el

mismo.

La citada ldmina S presenta similitudes y diferencias con la ldmina A presente en las
cepas de A. salmonicida. La ldmina A es una estructura proteinica que recubre la superficie
de las cepas de esta especie bacteriana (157). Posee una estructura tetragonal con poros de
mayor tamafio a los existentes en la limina S de las cepas de Aeromonas meséfilas de
serotipo O11, este hecho hace que su LPS sea mds accesible a agentes externos como
anticuerpos y bacteriéfagos. Una prueba evidente, es que bacteri6fagos de amplio espectro
de huespedes dentro del género Aeromonas. cuyo receptor es el micleo del LPS, como el
bacteri6fago PM2, son capaces de interaccionar con el LPS de cepas salvajes de A.

salmonicida (O*:A*) y no con cepas sulvajes de Aeromonas meséfilas de serotipo 011

(O":S").
La presencia de una estructura supertficial proteinica como la ldmina S, que recubre la

totalidad de la‘ célula bacteriana hace que sea dificil hallar bacteriéfagos capaces de

interaccionar con ella y llegar hasta la membrana externa de la célula bacteriana, pues
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deberian poseer proteinasas capaces de degradarla, lo cual podria ser peligroso para el
propio bacteriéfago, y ademds dificulta el contacto de los bacteriéfagos con el LPS, a causa

de sus pequeiios poros.

Ademds de los antigenos superficinles mayoritarios anteriormente citados, también
existe otra estructura superficial antigénica. Dicha estructura, es el flagelo monopolar

existente en todas las cepas de Aeromonas mesdfilas de serotipo O11.

El que las cepas de serotipo Ol1 no presentasen bacteriéfagos especfﬁco-s para el LPS
y la ldmina S, hizo que la obtencion de mutantes para estas estructuras superficiales
debiese realizarse mediante mutagénesis con D.E.S. Con este sistema, se consiguieron
obtener mutantes isogénicos a partir de cepas de Aeromonas mesdfilas de serotipo Ol1
carentes en LPS, ldmina S o ambas estructuras superficiales. Ademds, por resistencia al
bacteri6fago PM3, cuyo receptor es el flagelo monopolar de estas cepas, se consiguieron
obtener mutantes sin flagelo, que presentaban el resto de sus estructuras superficiales

intactas.

Todas las Aeromonas mesofilas de serogrupo Ol11 al igual que las cepas de A.
' salmonicida poseen la propiedad de la :m-umglutinaci()n (61). Se ha observado que en las
cepas de serotipo O11 esta propiedad se halla ligada fundamentalmente a la presencia de
ldmina S y de flagelo, pues mutantes limina S° que presentan LPS completo y flagelo
monopolar; y mutantes obtenidos por resistencia al bacteriéfago PM3, los cuales mantienen

intacto su LPS y ldmina S pero no poseen flagelo monopolar son incapaces de
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autoaglutinar. Sin embargo, los mutantes sin antigeno O del LPS (HMW-LPS), que

presentan ldmina S y flagelo continuan presentando la capacidad de autoaglutinar.

Se ha observado que los mutantes (ue carecen de ldmina S y presentan un LPS
completo, son sensibles a bacteri6fagos de amplio espectro de huespedes en el género
Aeromonas, cuyo receptor es el niicleo, como el bacteriofago PM2. El citado bacteriéfago
es incapaz de interaccionar con el nicleo de Aeromonas salvajes de serotipo O11 a causa
de la existencia de la estructura superficial denominada ldmina S, en cambio la perdida de
esta estructura superficial proteinica huace posible su interaccion con el LPS y en
consecuencia la cepa s;e transforma en sensible | al citado bacterfiéfago. Este hecho,
demuestra claramente que la accesibilidad del LPS en las cepas que han perdido la ldmina

S es mucho mayor.

Un punto importante es que las cepus que carecen de la estructura denominada 1dmina
S, pero presentan un LPS completo, no han perdido la capacidad de sintetizar la proteina S
constitutiva de la ldmina S. Lo que ocurre en este tipo de mutantes es que tiene capacidad
de sintesis de la proteina, pero por alguna razon no son capaces de estructuraria en forma
de ldmina S. Este fendmeno es idéntico al que tiene lugar en los mutantes ldmina A" de

Aeromon Imonici

Algo similar ocurre, aunque no con la limina S sino con el LPS, en los mutantes
sensibles a la accién bactericida del suero que no presentan ni ldmina S ni antigeno O del

LPS, pues estos son capaces de sintetizar el antigeno O del LPS, lo que ocurre es que no
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pueden anclarlo a su superficie, probablemente por la alteracién que manifiestan en los
oligosacdridos del niicleo del LPS (el nicleo 'del LPS de estos mutantes presenta una

mayor movilidad electroforética relativa en geles de poliacrilamida).

Las cepas de Aeromonas mesdfilas pertenecientes a este serotipo son resistentes a la
accioén bactericida del suero y unicamente las cepas carentes en antigeno O del LPS y en
ldmina §, son sensibles a dicha accion. Ademis, mediante estudios de inactivacién de la
actividad bactericida del suero con diferentes estructuras superficiales se ha podido observar
que la 1dmina S y el antigeno O del LPS (HMW-LPS) no desempeiian ningin papel en la
resistencia a la accién bactericida del suero, sino que es el nicleo del LPS (LMW-LPS) el
responsable de dicha accién. Este mecanismo de resistencia a la accién bactericida del
suero no inmune difiere al empleado por las cepus de Aeromonas salmonicida en lo que
respecta a la ldmina, ya que la limina A de esta dltima especie bacteriana desempefia un
papel importante en la resistencia a dicha accion; y se asemeja en lo referente al LPS,

pues también en ellas es el nicleo del LPS el responsable de dicha accién.

La sensibilidad al suero de los mutantes isogénicos para las cepas de Aeromonas
tﬁeséﬁlas depende en consecuencia del tipo de nucleo existente, asi cuanto menor sea el
nimero de oligosacdridos del nucleo del LPS mayor serd la sensibilidad al suero. Este dato
bien confirmado por el hecho de que los mutantes résistcntes al suero obtenidos
espontdneamente a partir de mutantes sensibles, Gnicamewnte difieren en que el nicleo del
LPS presenta diferencias cuantitativas y cualitativas en sus oligosacdridos, lo cual se

observa claramente en SDS-PAGE pues e! niicleo de las cepas resistentes presentan una
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menor movilidad electroforética. Esta diferencia en cuanto al nicleo del LPS de los
mutantes sensibles y resistentes se refleju también en su composicién quimica, en la cual se
destaca la existencia de galactosa en el LPS de las cepas resistentes a la accién del suero y

carencia de la misma en cepas sensibles.

Las cepas de Aeromonas mesdfilas de serogrupo O11 son sensibles a la accién
bactericida del suero por la via cldsica, tal y como se desprende de los experimentos

realizados con suero no inmune en cepas sensibles al suero y la posterior inactivacién del

mismo.

La no sensibilidad a la accion del complemento de las cepas salvajeé y de los
mutantes resistentes que presentan limina S se debe a que en sus membranas no se
deposita C3b, por el contrario la resistencia de los mutantes que presentan un LPS
completo y carecen de ldmina S de se debe a que el C3b, que se deposita en su superficie
lo hace demasiado alejado de la membrana externa, como pueden ser las cadenas
polisacaridicas del antigeno O del LPS, con lo cual no puede formarse el complejo C5b-9

y producir la lisis de la célula.

Las dosis letales 50 de todas las cepas estudiadas del serogrupo O11 son dos
logaritmos inferiores a las existentes en las cepas del serotipo O34 de Aeromonas mesdfilas
(mayor virulencia) y ademds son muy similares en cualquiera de los mutantes isogénicos
obtenidos para las diferentes estructuras superficiales. El hecho de que sus dosis letales

sean muy similares parece indicar que tal vez las estructuras superficiales no sean, en las



Aeromonas mesdfilas de serotipo Ol1, ¢l elemento clave de su virulencia sino que existan

otros factores mds importantes implicados en dicha accidn.

1~
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Se han aislado y caracterizado diferentes bacteriéfagos de_Aeromonas mesdfilas,
obteniendo bacteriéfagos cuyo receptor es el antigeno O del LPS de cepas del

serotipo O34, bacteriéfagos cuyo receptor es el nicleo del LPS de cepas del

serotipo O34 y O11 (asi como de A. sulmonicida), y un bacteriéfago cuyo receptor

es el flagelo monopolar presente en las cepas de Aeromonas meséfilas.

Se han caracterizado los receptores de bacteriofagos de Aeromonas mesdfilas

previamente descritos por otros autores.

Mediante la utilizacién de dichos bucteriéfagos se han conseguido aislar mutantes
espontdneos resistentes a los mismos que presentan alteraciones en diferentes
moléculas de la superficie bucteriuna. Estos mutantes son isogénicos de la cepa
salvaje y permiten la comparucién en diferentes aspectos de la patogenicidad entre

las cepas salvajes y dichos mutanies.

Cuando no ha sido posible la obtencion de mutantes isogénicos mediante la
utilizacién de bacteriéfagos, dichos mutantes se han obtenido por mutagénesis con
un agente alquilante y contraseleccion con  anticuerpos especificos frente a la
estructura superficial bacteriana gue s¢ pretendia alterar, comprobando luego que

dichos mutantes presentaban alteraciones tinicamente en la estructura seleccionada.



Se ha caracterizado bioldgicamente y guimicamente por primera vez el LPS de las

cepas de Aeromonas mesofilas pertenecientes al serotipo O34,

Se ha caracterizado biolégicamente y quimicamente por primera vez el LPS de las

cepas de Aeromonas mesofilas pertenecientes al serotipo O11.

Se ha determinado que la via cldsica del complemento es la responsable en el caso
de Aeromonas pertenecientes al serotipo O34 y OIll de la activacién del

complemento y por consiguiente de lu actividad bactericida del suero.

El determinante a nivel de las estructuras superficiales de la resistencia a la

actividad bactericida del suero en Acromonas pertencientes a los serotipos O34 y

Ol1, son los oligosacdridos del nicleo del LPS, tal como se demuestra mediante los
experimentos referentes a la actividad bactericida del suero y la composicién
quimica del LPS de mutantes isagénicos resistentes a dicha actividad obtenidos a

partir de cepas sensibles.

Se ha demostrado que el LPS de todas las Aeromonas mesofilas es capaz de activar
el complemento, y que lu razon de ser sensibles o resistentes a la actividad
bactericida del suero se debe a la fijucion o no de C3b pegado a la membrana, y la

consiguiente formacién de los complejos C5b-9.



10.

11.

El antigeno O del LPS de las cepas de Aeromonas mesdfilas pertenecientes al

serotipo O34 es un factor de patogenicidad en dichas cepas.

La obtencién de mutantes O":S de cepus de Aeromonas mesoéfilas del serotipo Ol11
ha permitido establecer in_vivo la ausencia de relacién entre la presencia de ldmina
S y la patogenicidad en dichas cepas, a diferencia de lo que ocurre con ldmina A

de A, salmonicida.
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