


33.C- SENSIBILIDAD A LOS BACTERIÓFAGOS.

Al determinar la sensibilidad a los bacteriófagos 18, 69, 145, Aeh-1 y PM3 a 37*C y

a os fagos PMI y PM2 a 20*C de cepas de serogrupo Oil, mediante siembra en masa de

10* células bacterianas y 109 p.f.u. de cada uno de los bacteriófagos, se observó que todas

las cepas del citado serogrupo eran resistentes a los bacteriófagos 18, 69, 145, PMI, PM2

y Aeh-1 y únicamente, alguna de ellas era sensible al bacteriófago PM3 a 37'C.

En cuanto a la sensibilidad de los mutantes isogénicos para estructuras superficiales, se

observó que aquellos mutantes que habían perdido la estructura proteínica denominada

lámina-S (O*:S" y O":S"), se convertían en sensibles a los bacteriófagos PM2 y Aeh-1 a

37'C. Aquellos que perdían el antígeno O del LPS pero no la lámina-S, presentaban

sensibilidad a los mismos bacteriófagos que la cepa salvaje de la que procedían y

finalmente, los mutantes que únicamente habían perdido el flagelo, pero su LPS y lámina-S

seguían intactas, se convertían en resistentes solamente al bacteriófago PM3.
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TABLA 37: Sensibilidad a los bacteriófagos de algunas cepas de Aeromonas
hydrophila serogrupo Olí.

Bacteriófagos

37'C 20'C

Cepas 18 69 145 Aeh-1 PM3 PMI PM2

TF7 (O+:S+) - , - - + -

LLI " + - -

ATCC9071 " - -

AH-205 " -

AH-121 " - -

AH-45 (O*:S-) + + +

AH-21 (O':S+) . - - - + . . -

AH-24 (O-rS*-) . . . + / - + - + / -

AH-26 (O-:S-) - - - •• + + - +

AH-28 (no mótil) -

+: sensibilidad.
-: resistencia.
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Cabe indicar que A. salmonicida A-450 (O*:lámina-A*) y A-450-3 (O*:lámina-S"> son

sensibles al bacteriófago PM2 cuyo receptor como se indica en esta memoria es el núcleo

del LPS.
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3.3.D.- CARACTERÍSTICAS SUPERFICIALES.

3.3.D.L- AUTOAGLUTINACION.

La autoaglutinación 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 Olí al crecer estática en B.H.I.

durante 24 h. a 37'C, da lugar a un precipitado por autoaglutinación, 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 apreció que: los mutantes con

lámina-S y deficientes en antígeno O del LPS como- AH-21 (O':S*) y AH-24 (O':S+/-) son

SP* PAB+, los mutantes deficientes en lámina-S como el AH-45 (O*:SO 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 lámina-S

ó flagelo provocan alteraciones en la superficie bacteriana que implican la no formación de

precipitado por autoaglutinación.
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.- Un dato relevante es que no todas las cepas salvajes de serogrupo Olí tiene la

capacidad de autoaglutinar, lo cual parece indicar que no únicamente la lámina-S y el

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

implicadas en él, como podrían ser las fimbrias.

Todo ello, indica que la relación autoaglutinación-virulencia es unilateral y no bilateral

ya que, todas las cepas que autoaglutinan son virulentas, pero no todas las cepas altamente

virulentas autoaglutinan.
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TABLA 38: Autoaglutinación de la cepa TF7 y sus mutantes isogénicos.

Cepas bacterianas SP PAB

TF7 (O+:S+) + +

AH-21" (O-:S*) + +

AH-24 (O-:SW-) + +

AH-45 (O+:S-)

AH-26 (O-:S-)

AH-28 (no mótil)
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33.D.2.. HIDROFOBICIDAD.

El estudio de la superficie bacteriana de los mutantes isogénicos para estructuras

superficiales de cepas de serogrupo Ol í , no es conclusiva mediante el test de adhesión de

hidrocarburos. Esto se debe al fenómeno de autoaglutinación que presentan algunas cepas

del citado serogrupo.

La autoaglutinación forma agregados de células que hacen que la medida de

hidrofobicidad varié. Además, 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 capacidad de autoaglutinar.
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33.D.3.- MOTILIDAD.

La motilidad es una propiedad presente en todas las Aeromonas mesófilas englobadas

dentro del grupo de las Aeromonas mótiles, como es el caso de las cepas pertenecientes al

serogrupo Olí.

Se ha observado mediante test de la gota y crecimiento en agar gelatina, que todas las

cepas de serogrupo Olí son mótiles y que los mutantes isogénicos para lámina-S y LPS,

también lo son.

Únicamente los mutantes de flagelo (H ' como la cepa AH-28 y AH-55, obtenidos por

resistencia al bacteriófago PM3, los cuales no tienen capacidad de autoaglutinar, no son

mótiles (Figura 21).
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B

FIGURA 21: Crecimiento en placas semisóliclas de TSB suplementarias con agar-agar
al 03% y 8% de gelatina (98). A) Rápida expansión de la cepa TF7 al
crecer en el medio anteriormente citado. B) Crecimiento puntual de la
cepa AH-28 a causa de la c;ircnda de flagelo.
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3J.E.. PRODUCCIÓN DE TOXINAS.

Se estudió la capacidad de producir toxinas que poseen las Aeromonas mótiles se

serogrupo Olí y sus mutantes isogénicos respectivos, mediante análisis de sobrenadantes

según el método descrito por Lallier (72). Con ello, se observó que las cepas de serogrupo

Olí y los mutantes isogénicos para estructuras superficiales .poseen la misma capacidad de

síntesis de hemolisina, proteasas, factor dermonecrótico, amilasas, gelatinasas, enterotoxinas,

etc.

Si comparamos la capacidad de sercreción de este serogrupo con la de otros,

observamos que por ser el grupo más virulento dentro de las Aeromonas mótiles, presenta

un nivel de secreción inferior al de otros serogrupos menos virulentos como podría ser el

O34.
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3.3.F.. SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIÓTICOS.

Al determinar la sensibilidad a algunos antibióticos de las cepas salvajes y los

mutantes isogénicos para estructuras superficiales, observamos que todos eran sensibles a :

Carbenicilina (20 Hg/ml.), Ampicilina (40 |ig/ml.) y SDS (1 mg/ml.); resistentes a :

Tetraciclina (5 ^ig/ml.) y K2TeO3 (0.25 p.g/ml.); y únicamente existen diferencias entre la

cepa salvaje y algunos mutantes para : Polimixina (20 M-g/ml.), Streptomicina (30 |ig/ml.),

Novobiocina (60 Hg/mL), Neomicina (10 (ig/ml.), Acido nalidíxico (0.5 (ig/ml.) y EDTA

(1 mg/ml.).

Básicamente, las diferencias más importantes en lo que respecta a la sensibilidad de

los antibióticos residen el los mutantes con deficiencias conjuntas en el LPS y la lámina-S

(O":S~ y O'rS*'"). En consecuencia, parece ser que estas dos estructuras superficiales poseen

un efecto inhibiendo físicamente la difusión de estos antibióticos.

^

En la tabla 39, únicamente se hallan computados los resultados obtenidos en la cepa

TF7 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 antibióticos de la cepa TF7 de
Aeromonas hydrophila serogrupo Oïl y de sus mutantes para estructuras
superficiales.

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

Tetraciclina (5 pig/ml.)

Polimixina (20 M-g/ml.)

Carbamicilina (20 |ig/ml.)
*

Streptomicina (30 |ig/ml.)

Neomicina (10 |ig/ml.)

Ac. nalidíxico (0.5 Jig/ml.)

Ampicilina (40 |ig/ml.)

Novabiocina (60 Hg/ml)

SDS (1 mg/ml.)

EDTA (1 mg/ml.)

K2TeO, (0.25 Hg/ml.)

NC

C

C

C

C

C

C

C

C

C

NC

NC

C

C

C

C

C

C

NC

C

C

NC

NC

C

C

NC

NC

NC

C

NC

C

NC

NC

NC

C

C

NC

NC

NC

C

- NC

C

NC

NC

NC

C

C

C

C

C

C

C

C

C

NC

NC

C

C

C

C

C

C

C

C

C

NC

NC: Sensibilidad al antibiótico.
C: Resistencia al antibiótico.
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3.3.G.- ESTUDIO DE LA ACCIÓN DEL SUERO NO INMUNE SOBRE CEPAS DE

SEROGRUPO Olí.

3.3.G.I.. RESISTENCIA DE LAS CEPAS A LA ACCIÓN BACTERICIDA DEL

SUERO NO INMUNE.

A partir de la cepa TF7 de Aeromonas hydrophila serogrupo Olí (O*:S*) que presenta

un lipopolisacárido completo de serogrupo Olí y una estructura proteínica denominada

lámina-S, se obtuvo un conjunto de mutantes isogénicos para las estructuras superficiales

(lámina-S y LPS), tal y como se muestra en la tabla 40, que nos permitiese estudiar la

acción bactericida del suero no inmune.

Al estudiar la acción del suero se observó que únicamente los mutantes de la cepa

TF7 deficientes en la estructura denominada lámina-S y en antígeno O del LPS (O":S"),

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

empleadas.

Debo indicar, que las cepa parental (O*: S*) y los mutantes deficientes únicamente en

lámina-S (O*:S"), como el AH-45, no son sólo resistentes a la acción bactericida del suero

sino que siguen creciendo a lo largo de toda la incubación. Por otro lado, los mutantes

deficientes únicamente en antígeno O (O':S* y O':S+A), como AH-21 y AH-24, experimentan

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

Debido a que la mezcla de incubación (PBSrsuero, 1:4) hay una cantidad de nutrientes

inferiores a los del medio original en el que se hallaban las cepas, se comprobó que las

diferencias de viabilidad observadas se debían a factores bactericidas del suero y no a

factores nutricionales. Con este fin, se descomplementó el suero por calentamiento a 56*C

durante 30 min. o por tratamiento con EDTA y se estudió la supervivencia de las cepas

sensibles (O":S"), en el citado suero. Al llevar a cabo este experimento, se observó 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 estría en placa. Posteriormente, se analizó la

resistencia al suero de estas cepas (Tabla 41) y se comprobó la selección de poblaciones

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

Cepas Características Origen . Suero

TF7 O+:S*

AH-45 O*:S-

AH-21 O':S*

AH-24 O':S*'-

AH-25 O-.-S-

AH-26 O':S'

AH-27 0':S-

AH-100 O':S-

R. Lallier, Canadá

Derivada de TF7

Derivada de TF7

Derivada de TF7

Derivada de TF7

Derivada de TF7

Derivada de AH-26

Derivada de AH-25

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Sensible

Sensible

Resistente

Resistente
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GRÁFICA 9:Supervivencia de la ccpti TF7 de A. hydrophlla serogrupo Olí y sus
mulantes isogénicos dormidos, unie lu acción del suero fresco no inmune.

125.0

x TF7

o AH-45

AH-21

AH-24

AH-26

AH-27
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TABLA 41: Supervivencia de la cepa TF7 de A. hydrophila serogrupo Oïl y sus
mutantes isogénicos al ponerse en contacto con suero normal y suero
descomplementado "'.

% de supervivientes en:

Suero normal

Cepas

TF7

AH-45

AH-21

AH-24

AH-25

AH-100

AH-26

AH-27

In.

104

100

95

86

0.8

99

0.7

98

2 h.

112

108

103

100

<0.1

104

<0.1

101

3 h.

120

110

107

105

<0.1
t

107

<0.1

105

Suero descomplementado

I h.

103

102

104

102

102

104

101

102

2 h.

118

110

105

106

105

107

103

107

3 h.

125

116

K)9

110

108

112

109

110

El suero normal no inmune se descomplemento por tratamiento con calor a 56BC
durante 30 min. o bien, por t ruuimiewmo 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 características superficiales.

En primer lugar, se analizó su LPS mediante gel SDS-PAGE y tinción con nitrato de

plata. Esto, reveló que presentaban un LPS corto (sin antígeno O), de menor movilidad

electroforética que el de las cepas sensibles al suero (O':S") de las que proceden (Figura 22).

En segundo lugar, se estudió la composición química del LPS de estos mutantes

resistentes y se observó que presentaban un descenso en la cantidad de KDO, L-heptosas y

mannosa, un aumento en el nivel de glucosa y aparecía galactosa (Granea 10). Todo ello

con respecto a las cepas sensibles al sucio de las que proceden. Esta aparición de galactosa

en el LPS podría provocarle un cambio estructural que confería protección a la bacteria

ante la acción del complemento presente en suero no inmune.

En tercer lugar, se determinó si los citados mutantes suero resistentes (AH-27 y AH-

100) presentaban la estructura superficial proteínica denominada lámina-S, presente en las

cepas salvajes de serogrupo Ol í . Con este fin, se purificaron las membranas externas de

cada uno de los mutantes resistentes y se realizó un Western-blotting", revelado con

antisuero antí-lámina-S de la cepa TF7 de A. hydrophila. Esto, puso de manifiesto la

ausencia de lámina-S en los citados imitantes (Figura 18).
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Finalmente, mediante geles SDS-PAGE teñidos con Coomassie blue, se estudió su

patrón de proteínas de membrana externa y se observó 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

espontáneamente a partir de cepas sensibles, únicamente difieren de las cepas que derivan

en la movilidad electroforética de su LPS en SDS-PAGE y en la composición química del

mismo. En consecuencia, al igual que ocurre con las cepas de serogrupo O34, existe una

relación estrecha entre la composición química y estructuras del LPS y la resistencia a la

acción bactericida del suero.
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5 6

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. hvdrophila
serogrupo Olí. Columna: 5, Mutante sensible AH-26; y 6, Mutante
resistente al suero AI 1-27;
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TABLA 42: Resumen de la composition qu inms i del l.PS purificado de los muíanles
sensibles ni suero de la cepa TF7 (OyS*' v île sus respectivos derivados
resistentes.

pmoles/my. de LI'S de:

LPS KDO L-Heptosa D-Heplosa

TF7

Al 1-26

AH-27

AH 25

AH- 100

0.025

0.22

0.11

0.21

0.09

0.32

1.31

0.98

1.29

1.95

0

0

0

(1

0

Rentosa

0

0

0

0

0

Glucosa Galactosa

1.22 1.27

UM:? o

(1.12 1.27

0.01 0

0.10 1.25

Mannosa Ilexos

1.52

2.57

1.28

2.55

1.28

0.57

0

0

0

0

GRÁFICA 10: Histograma comparativo de la composición del LPS purificado de
las cepas A1I-26 (O":S" sensible al tuero) y de la cepa AII-27 (Or:S*
resistente «I suero).
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. 3.3.G.2.. VIA DE ACTUACIÓN DEL COMPLEMENTO.

Cuando estudiamos la resistencia a la acción bactericida del suero, habíamos

observado que únicamente 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 ponían en contacto con suero descomplementado (inhibida la vía clásica 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 Oí 1 se debe a la acción del complemento.

Tras determinar el agente causal de la actividad bactericida del suero no inmune, se

determinó la vía de activación del mismo. Con este fin, se incubaron las cepas sensibles

(O":S") por un lado con suero al que se le había inhibido la vía clásica del complemento

(CCP) por tratamiento con Mg2*-EDTA y por otro, con suero al que se le había inhibido la

va alternativa del complemento (ACP) por tratamiento con inulina o calentamiento a 50'C

durante 20 min. Se observó que el suero deficiente en CCP perdia la actividad bactericida

y por el contrario, el suero deficiente en ACP seguía presentando dicha actividad

(Gráfica 11).
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Para acabar de confirmar la vía de actuación del complemento, se incubaron las cepas

sensibles (O":S")con suero no inmune deficiente en Clq (subunidad de la proteïna Cl del

complemento, clave para el inicio de la vía clásica). Al emplear este tipo de suero,

observamos que las cepas sensibles a la acción del suero normal no inmune, se convertían

en resistentes, pues eran capaces de crecer en él. Este hecho, sugiere que la vía de

actuación del complemento sobre las cepas de serogrupo O 11, es la vía clásica.
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GRÀFICA 11: Cinética de muerte de la cepa sensible al suero AH-26 de A.
hydrophlla al ponerse en contacto con suero no inmune al que se
le ha inhibido la CCP, la ACP y ambas vías.
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3.3.03.. INHIBICIÓN 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 Olí, se determinó la estructura superficial

responsable de la resistencia a la acción bactericida del suero no inmune. Con este fin, se

purificó 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 ng/ml.), así como la lámina-S purificada de la cepa TF7 (100 |ig/ml. de proteina) se

incubaron con suero de conejo y humano a 37'C durante 1 h., para que se desencadenase

la acción 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 confería protección u los mutantes sensibles.

Gracias a esto, pudimos apreciar que la lámina-S no juega ningún papel en la

resistencia a la acción bactericida del suero; a diferencia de lo que ocurre con la lámina-A,

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

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

muestra en la tabla 43.

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

determinó la región del mismo causante de dicha acción.
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Para llevar a cabo este estudio, se fraccionó el LPS de las cepas O* (TF7 y AH-45)

en función de su peso molecular (Figura 15) y las fracciones obtenidas se agruparon en dos

"pool" : uno que contenía las fracciones de elevado peso molecular (HMW-LPS) y otro,

que contenía las de bajo peso molecular (LMW-LPS). Luego, las fracciones agrupadas de

este modo, así como el LPS de algunas cepas, tanto sensibles como resistentes, que se

presentaban únicamente moléculas de bajo peso molecular (O"} se utilizaron para inactivar

suero no inmnc. Al realizar esto, se observó que las cepas de Aeromonas hydrohiJa

serogrupo Olí sensibles al suero presentan un elevado porcentaje de supervivencia,

solamente 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 región del antígeno O del LPS (HMW-LPS) y la

lámina-S no activan el complemento y por el contrario, es la región del núcleo del LPS

(LMW-LPS) la responsable de esta activación.

Este proceso de activación 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 núcleo del LPS el responsable de la activación del suero, y es diferente en lo

referente a la lámina-A, pues esta estructura superficial proteínica juega un papel

importante en la protección a la acción bactericida del complemento.

233



TABLA 43: Inhibición de la acción bactericida del suero sobre cepas de A. hydrophila
de serogrupo Olí mediante LPS homólogos y heterólogos y lámina-S.

% de supervivencia tras 60 minutos de incubación en

Suero
Cepas control

AH-25 <1

AH-26 <1

Suero con LPS de las cepas:

TF7

101.2

102.3

AH-45

103.6

101.8

AH-21

98.5

99.9

AH-26 AH-27

<1 99.8

<1 97.4

Suero con
lámina-S de
la cepa TF7

<1

<1

LPS= 100
Lánüna-S= 100 M-g/ml de proteina.

TABLA 44: Inhibición 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 incubación con:

Suero con HMW-LPS de: Suero con LMW-LPS de:
Suero

Cepas control TF7 AH-45 TF7 AH-45 AH-26 AH-27

AH-25 <1 <1 <1 103.2 100.5 <1 99.3

AH-26 <1 <1 <1 101.5 102.7 <1 100.0

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

Los experimentos realizados hasta el momento parecían indicar que el papel principal

de la protección, ante la actividad bactericida del suero, lo tenían las fracciones de bajo

peso molecular (LMW-LPS) existentes en el núcleo del LPS de serogrupo Olí y no las

fracciones de elevado peso molecular (HMW-LPS) del LPS o la lámina-S, presentes en las

cepas salvajes.de este serogrupo de Aeromonas mótiles. En consecuencia, las LMW-LPS

afectan al complemento.

La actividad anticomplementaria del LPS de serogrupo Olí se midió para determinar

si el efecto inhibitorio de la actividad bactericida del suero se debía 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 la 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 lámina-S de las

cepas salvajes de serogrupo Olí.
.-

Las estructuras superficiales con actividad anticomplementaria en cepas de Aeromonas

mótiles se serogrupo Olí, 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

lámina-A.
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33:H.- VALORACIÓN DE LOS NIVELES DE PROTEÍNAS DEL COMPLEMENTO.

3J.H.1.. NIVELES DE Clq EXISTENTES EN SUERO NO INMUNE

TRATADO CON CEPAS DE SEROGRUPO Oll.

Tal y como han establecido los experimentos anteriores, son las LMW-LPS de

serogrupo Olí de A. hydrophila las responsables de la activación del complemento a través

de la vía clásica. 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 105

células ó 100 Hg/ml. de LPS, tanto de las cepas sensibles como resistentes de este

serogrupo.

Además, si ponemos en contacto el suero no inmune con LMW-LPS, HMW-LPS y

lámina-S purificada, observamos que los niveles de Clq únicamente descienden con las

LMW-LPS y por el contrario, la presencia de HMW-LPS y lámina-S no provoca ningún

tipo de descenso, indicando en consecuencia que no activan la vía clásica del complemento.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos con las fracciones de elevado y bajo peso

molecular del LPS de Aeromonas salmónicidu. ya que únicamente las LMW-LPS dan lugar

a un descenso en los niveles de Clq del suero. Sin embargo, difieren en el comportamiento

de la lámina-A, pues esta estructura proteínica 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 lámina-A activan la vía clásica del complemento.
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3.3.H.2.- NIVELES DE C3b y C5b-9 DEPOSITADOS EN CEPAS DE

SEROGRUPO Olí TRATADAS CON SUERO NO INMUNE.

Una vez determinada la vía de activación 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 (O*:S*) y los mutantes resistentes que carecían de antígeno O del LPS al suero (0*:S"'

0":S* y O'-.S*1') no ligaban C3b a sus membranas externas. Por el contrario, los mutantes

resistentes al suero que poseían antigeno O del LPS (0*:S') unían 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 unión de C3b, se estudió 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 observó que el mutante resistente AH-45 (O*:S") no unía C5b-9 a sus membranas, de

ahí que resistencia a .la acción 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 la 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 podrían ser

las cadenas polisacáridas del antígeno 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 acción del

suero de la cepa TF7 y de los mutantes resistentes (O+:S', O':S*. O~:S*'' y O":S"), así como la

sensibilidad de la cepas sensibles al suero de tipo O":S", como la AH-25 y AH-26.
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B

FIGURA 23: Determinación de la unión de C3b a la membrana externa de algunas
cepas de A. hydrophila de serogrupo Olí, mediante mareaje con anti-
C3b ligado a proteina-A-oru de 20 nm. A) Mutante sensible AH-26 en el
que se observa unión del C3b; y B) Mutante resistente a la acción del
suero, AH-27, en el que no se observa unión.
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FIGURA 24: Determinación de la unión de C5b-9 a la membrana externa de algunas
cepas de serogrupo 0 il, mediante mareaje con anti-C5b-9 ligado a
proteïna-A-oro de 20 n m. A) Mutante sensible al suero, AH-26, en el que
se observa una abundante unión de este complejo; y B) Mutante
resistente AH-27, el que no se aprecia ningún tipo de unión.
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TABLA 45: Niveles de C3b y CSb-9 del complemento unidos a la membrana externa
de diferente cepas de serogrupo Oll de A. hydrophila, al incubarse en
suero fresco inmune.

Cepas sensibles Cepas resistentes

D.O.,,« AH-25 AH-26 TF7 AH-21 AH-24 AH-45 AH-27

C3b 1.1 1.3 <().! <0.1 <0.1 0.7 <0.1

C5b-9 1.4 1.7 <().! <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
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33.1.. DOSIS LETALso*

Para estudiar el grado de virulencia de este serogrupo Olí, asi como para determinar

si la perdida de alguna estructura superficial del citado serogrupo provoca una disminución

en el grado de virulencia, se obtuvieron las dosis letales » (D.L.X) tanto de la cepa salvaje

TF7, como de sus mutantes isogénicos para estructuras superficiales.

Se determinó la D.L.», en ratón y en peces, de las cepas : TF7 (0+:S*), AH-21 (O':S*),

AH-24 (O-:S+/-), AH-26 (O^S') y AH-27 ((hS") descritas anteriormente en la tabla 40. Con

ello, se observó que la cepa TF7 crecida a 37'C poseía en ratón una D.L. x de 10" y en

trucha de lO4^, lo que indica que es dos logaritmos inferiores a la que poseen las cepas de

serogrupo O34 y en consecuencia, mucho más virulentas.

Además, pudimos apreciar que todos los mutantes poseen aproximadamente la misma

Di.», lo cual indica que las estructuras superficiales no son los principales implicados en

la virulencia del serogrupo Olí de esta especie bacteriana.
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4.- DISCUSIÓN
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Se han estudiado diferentes bacteriófagos de cepas de Aeromonas mesófilas,

caracterizándose tanto el bacteriófago como los receptores del mismo. De este modo, se

han aislado los bacteriófagos PM1, cuyo receptor es el antígeno O del LPS de las cepas de

serotipo O34, el bacteriófago PM2, cuyo receptor es el núcleo del LPS tanto de cepas de

A. hydrophila. A. sobria, y A. salmonicida: y el bacteriófago PM3, cuyo receptor es el

flagelo monopolar de Aeromonas mesófilas de diferentes serotipos con respecto al antígeno

O.

El bacteriófago PM1, presenta como receptor el antígeno O del LPS de las cepas O34,

ya que el LPS completo de dichas cepas, al igual que el HMW-LPS, una fracción

enriquecida en antígeno O, de dichas cepas es capaz de inactivar el bacteriófago mientras

que el LMW-LPS, una fracción carente de antígeno O, es incapaz de hacerlo. Dicho

bacteriófago es sumamente específico de las cepas de este serotipo como ocurre con los

bacteriófagos cuyo receptor es el antígeno O del LPS (174). Dicho bacteriófago pertenece a

la familia Myoviridae de acuerdo con Matthews (86) y al grupo A2 según Ackermann (l).

Es un bacteriófago con doble cadena de DNA que presenta una cápside poliédrica y una

placa basal con fibras en la cola. Dicho bacteriófago por su restringido espectro de

huespedes representa un marcador biológico accesible para la identificación de Aeromonas

pertenecientes al serogrupo O34. Mutantes espontáneos resistentes a dicho bacteriófago

carecen del antígeno O del LPS tal como se desprende de los geles de poliacrilamida y la

composición química del LPS. Los mutantes resistentes al bacteriófago PM1 todavían

presentan sensibilidad a bacteriófagos de Aeromonas cuyo receptor es el núcleo del LPS.
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El bacteriófago PM2, presenta como receptor el núcleo del LPS y por consiguiente su

espectro de huespedes es muy amplio, como ocurre con todos los bacteriófagos cuyo

receptor es el núcleo del LPS (76). Dicho bacteriófago se inactiva tanto con LPS completo

como con el núcleo (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

bacteriófago. El bacteriófago PM2 pertenece a la familia Myoviridae de acuerdo con

Matthews (86) y al grupo A2 según Ackermann ( l ) . Es un bacteriófago con doble cadena

de DNA que presenta una cápside poliédrica y una placa basal con espinas. Dicho

bacteriófago es capaz de formar calvas en A. salmonicida con lámina A mientras es

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

una primera diferencia fundamental entre la lámina A y la lámina S. Mutantes espontáneos

resistentes al bacteriófago PM2 presentan alteraciones en el núcleo del LPS y por supuesto

carecen de antígeno O, tal como se desprende de los análisis químicos del LPS y de la

mayor movilidad electroforética del núcleo de su LPS en gelés de poliacrilamida. Este

hecho indica que presentan alteraciones en los oligosacáridos del núcleo del LPS. Los

mutantes resistentes al bacteriófago PM2 son resistentes a todos los bacteriófagos de

Aeromonas que han sido utilizados en este trabajo.

El bacteriófago PM3, presenta como receptor el flagelo monopolar de diferentes

serotipos de A. hydrophila tanto con lámina S como sin lámina. Mutantes resistentes a

dicho bacteriófago, presentan alteraciones en el flagelo o la motilidad de dichas cepas

bacterianas. Dicho bacteriófago es inactivado por células enteras de Aeromonas mesófilas
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en condiciones de motilidad (producción de flagelos), mientras que no es inactivado por

células enteras de Aeromonas mesofïlas en condiciones de no producción de flagelos

(inmovilidad). Dicho bacteriófago es inactivado por preparaciones de flagelos purificados

que en geles de poliacrilamida dan lugar a una única banda proteica. El bacteriófago PM3

presenta doble cadena de DNA y pertence a la clase B de acuerdo con Bradley (16) y al

grupo Bl según Ackermann (l). Dicho bacteriófago es el primer bacteriófago descrito

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

Estos bacteriófagos han permitido la agrupación de diferentes cepas de Aeromonas

mesófilas que luego han correspondido a serogrupos distintos. Asi, por ejemplo las cepas

sensibles al bacteriófago PM1 pertenecen todas al serogrupo O34. Dicho serogrupo presenta

las siguientes características:

Sus cepas presentan un perfil de proteínas de membrana externa tremendamente

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

Además presentan un LPS heterogéneo, que ha sido caracterizado químicamente 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 características

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

de Aeromonas mesófilas.
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Estas cepas del serotipo O34 presentan la característica de ser más virulentas a 20*C

que a 37"C. Tal como se especifica en los resultados, este fenómeno es debido a la

producción de antígeno O del LPS a 2()"C y a la práctica ausencia del antígeno O del LPS

a 37*C. Este hecho queda de manifiesto tanto por la sensibilidad al bacteriófago PM1 ( las

cepas son sensibles a 20'C pero no a 37"C), como por la sensibilidad a los bacterfiófagos

18, 24, 69, 145 (cuyo receptor es el núcleo 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

protección del antígeno O del LPS. Ademas, mediante la utilización de anticuerpos

específicos para el antígeno O del LPS (anticuerpos específicos para el LPS de tipo O34

absorbidos por mutantes carentes del antígeno O), queda demostrado mediante la utilización

de diferentes técnicas immunológicas la producción en células enteras crecidas a 20'C del

antígeno O, y la práctica ausencia del mismo en células enteras crecidas a 37'C. Este hecho

puede correlacionarse con una mayor secreción de diferentes exoenzimas a 20°C (presencia

de antígeno 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 bacteriana, medida por dosis letales tanto en ratón

como en pez es mayor a 20*C que a 37"C.

Los mutantes resistentes al bacteriófago PM1 carecen del antígeno O del LPS, y

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

al antígeno O del LPS en la virulencia de dichas cepas.
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Las cepas de Aeromonas mesófílas pertenecientes a dicho serotipo son resistentes a la

actividad bactericida del suero. Los mutantes carentes del antígeno O del LPS (mutantes

espontáneos resistentes al bacteriófago PM1), son sensibles a la actividad bactericida del

suero, y su sensibilidad es dependiente del tipo de núcleo del LPS que presentan. Cuanto

menor es el núcleo del LPS más sensibilidad al suero presentan. De este modo los

mutantes resistentes al bacteriófago PM2 son mas sensibles a la actividad bactericida del

suero que los mutantes resistentes al bacteriófago PM1.

Los mutantes isogénicos obtenidos por resistencia al suero de las cepas sensibles

presentan alteraciones en el núcleo del LPS pero no recuperan el antígeno O del mismo.

Esto hace pensar que dichas cepas, Aeromonas mesófílas de serotipo O34, manifiestan la

resistencia a la actividad complementaria del suero por los oligosacáridos que conforman el

núcleo del LPS.

Las cepas de Aeromonas mesófilas pertenecientes al serotipo O34 son sensibles a la

actividad bactericida del suero por la vía clásica, tal como se desprende de los

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

inactivación del mismo.

La razón 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 activación 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 mesófilas se encuentran

ampliamente diseminadas en la naturaleza. Dichas cepas son frecuentes tanto en aguas de

ríos y mares, inclusive en zonas oligotróficas, como en cepas que se producen a nivel de

aislamientos clínicos en casos de gastroenteritis.

Uno de los serotipos más importantes dentro de las Aeromonas mesófilas a causa de

su elevado grado de virulencia en animales homeotermos como poiquilotermos, así como

en la especie humana, es el denominado serotipo 0:11. Este serotipo, presenta en su

superficie bacteriana dos antígenos 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

Aeromonas salmonicida. aunque de menor movilidad electroforética (29). El citado LPS se

ha caracterizado químicamente en esta tesis, observándose la presencia de KDO y L-

heptosas en el núcleo del LPS y de glucosa, galactosa, mannosa y hexosaminas en el

antígeno O del LPS. Este antígeno O del LPS difiere (a pesar de su similitud en SDS-

PAGE) a nivel químico del presente en las cepas de A. salmonicida. pues el de esta última

especie bacteriana contiene rhamnosa, en lugar de mannosa (138).
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2.- Una lámina proteínica extraperiférica a la célula, denominada lámina S, formada por

una proteina denominada proteina S (52 Kd.) (30, 31). Dicha lámina posee una estructura

tetragonal y recubre, prácticamente la totalidad de la superficie celular, haciendo que el

LPS existente en esta especie bacteriana de Aeromonas mesófilas quede totalmente

recubierto y por tanto, quede poco accesible a cualquier agente externo, como podrían ser

antibacterianos anticuerpos o bien bacteriófagos. Está poca accesibilidad del LPS en las

cepas de serotípo Olí hace difícil encontrar marcadores biológicos (bacteriófagos) para el

mismo.

La citada lámina S presenta similitudes y diferencias con la lámina A presente en las

cepas de A. salmonicida. La lámina A es una estructura proteínica que recubre la superficie

de las cepas de esta especie bacteriana (157). Posee una estructura tetragonal con poros de

mayor tamaño a los existentes en la lámina S de las cepas de Aeromonas mesófílas de

serotípo Olí, este hecho hace que su LPS sea más accesible a agentes externos como

anticuerpos y bacteriófagos. Una prueba evidente, es que bacteriófagos de amplio espectro

de huespedes dentro del género Aeromonas. cuyo receptor es el núcleo del LPS, como el

bacteriófago PM2, son capaces de ¡nteraccionar con el LPS de cepas salvajes de A^

salmonicida (O*:A*) y no con cepas salvajes de Aeromonas mesófilas de serotípo Olí

La presencia de una estructura superficial proteínica como la lámina S, que recubre la

totalidad de la1 célula bacteriana hace que sea difícil hallar bacteriófagos capaces de

interaccionar con ella y llegar hasta la membrana externa de la célula bacteriana, pues
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deberían poseer proteinasas capaces de degradarla, lo cual podría ser peligroso para el

propio bacteriófago, y además dificulta el contacto de los bacteriófagos con el LPS, a causa

de sus pequeños poros.

Además de los antígenos superficiales mayoritarios anteriormente citados, también

existe otra estructura superficial antigénica. Dicha estructura, es el flagelo monopolar

existente en todas las cepas de Aeromonas mesófilas de serotipo Olí.

El que las cepas de serotipo O l í no presentasen bacteriófagos específicos para el LPS

y la lámina S, hizo que la obtención 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 mesófilas de serotipo Olí

carentes en LPS, lámina S o ambas estructuras superficiales. Además, por resistencia al

bacteriófago 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 mesófilas de serogrupo Olí al igual que las cepas de A.

salmonicida poseen la propiedad de la autoaghitinación (61). Se ha observado que en las

cepas de serotipo Olí esta propiedad se halla ligada fundamentalmente a la presencia de

lámina S y de flagelo, pues mutantes lámina S' que presentan LPS completo y flagelo

monopolar, y mutantes obtenidos por resistencia al bacteriófago PM3, los cuales mantienen

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

presentan lámina S y flagelo continúan presentando la capacidad de autoaglutinar.

Se ha observado que los mutantes que carecen de lámina S y presentan un LPS

completo, son sensibles a bacteriófagos de amplio espectro de huespedes en el género

Aeromonas. cuyo receptor es el núcleo, como el bacteriófago PM2. El citado bacteriófago

es incapaz de interaccionar con el núcleo de Aeromonas salvajes de serotipo Oll a causa

de la existencia de la estructura superficial denominada lámina S, en cambio la perdida de

esta estructura superficial proteinica hace posible su interacción con el LPS y en

consecuencia la cepa se transforma en sensible al citado bacterfiófago. Este hecho,

demuestra claramente que la accesibilidad del LPS en las cepas que han perdido la lámina

S es mucho mayor.

Un punto importante es que las cepas que carecen de la estructura denominada lámina

S, pero presentan un LPS completo, no han perdido la capacidad de sintetizar la proteina S

constitutiva de la lámina S. Lo que ocurre en este tipo de mutantes es que tiene capacidad

de sintesis de la proteina, pero por alguna razón no son capaces de estructurarla en forma

de lámina S. Este fenómeno es idéntico al que tiene lugar en los mutantes lámina A" de

Aeromonas salmonicida

Algo similar ocurre, aunque no con la lámina S sino con el LPS, en los mutantes

sensibles a la acción bactericida del suero que no presentan ni lámina 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 alteración que manifiestan en los

oligosacáridos del núcleo del LPS (el núcleo'del LPS de estos mutantes presenta una

mayor movilidad electroforética relativa en geles de poliacrilamida).

Las cepas de Aeromonas mesófilas pertenecientes a este serotípo son resistentes a la

acción bactericida del suero y únicamente las cepas carentes en antigeno O del LPS y en

lámina S, son sensibles a dicha acción. Además, mediante estudios de inactivación de la

actividad bactericida del suero con diferentes estructuras superficiales se ha podido observar

que la lámina S y el antígeno O del LPS (HMW-LPS) no desempeñan ningún papel en la

resistencia a la acción bactericida del suero, sino que es el núcleo del LPS (LMW-LPS) el

responsable de dicha acción. Este mecanismo de resistencia a la acción bactericida del

suero no inmune difiere al empleado por las cepas de Aeromonas salmonicida en lo que

respecta a la lámina, ya que la lámina A de esta última especie bacteriana desempeña un

papel importante en la resistencia a dicha acción; y se asemeja en lo referente al LPS,

pues también en ellas es el núcleo del LPS el responsable de dicha acción.

La sensibilidad al suero de los mutantes isogénicos para las cepas de Aeromonas

mesófilas depende en consecuencia del tipo de núcleo existente, así cuanto menor sea el

número de oligosacáridos del núcleo del LPS mayor será la sensibilidad al suero. Este dato

bien confirmado por el hecho de que los mutantes resistentes al suero obtenidos

espontáneamente a partir de mutantes sensibles, únicamewnte difieren en que el núcleo del

LPS presenta diferencias cuantitativas y cualitativas en sus oligosacáridos, lo cual se

observa claramente en SDS-PAGE pues el núcleo de las cepas resistentes presentan una
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menor movilidad electroforética. Esta diferencia en cuanto al núcleo del LPS de los

mutantes sensibles y resistentes se refleja también en su composición química, en la cual se

destaca la existencia de galactosa en el LPS de las cepas resistentes a la acción del suero y

carencia de la misma en cepas sensibles.

Las cepas de Aeromonas mesófilas de serogrupo Olí son sensibles a la acción

bactericida del suero por la vía clásica, tal y como se desprende de los experimentos

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

mismo.

La no sensibilidad a la acción del complemento de las cepas salvajes y de los

mutantes resistentes que presentan lámina 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 lámina 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

polisacarídicas del antígeno O del LPS, con lo cual no puede formarse el complejo C5b-9

y producir la lísis de la célula.

Las dosis letales 50 de todas las cepas estudiadas del serogrupo Olí son dos

logaritmos inferiores a las existentes en las cepas del serotipo O34 de Aeromonas mesófilas

(mayor virulencia) y además 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
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Aeromonas mesófilas de serotipo Ol í , el elemento clave de su virulencia sino que existan

otros factores más importantes implicados en dicha acción.
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5.- CONCLUSIONES

2.56



1. Se han aislado y caracterizado diferentes bacteriófagos de Aeromonas mesófilas,

obteniendo bacteriófagos cuyo receptor es el antígeno O del LPS de cepas del

serotipo O34, bacteriófagos cuyo receptor es el núcleo del LPS de cepas del

serotipo O34 y Olí (así como de A. salmonicida). y un bacteriófago cuyo receptor

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

2. Se han caracterizado los receptores de bacteriófagos de Aeromonas mesófilas

previamente descritos por otros amores.

3. Mediante la utilización de dichos bacteriófagos se han conseguido aislar mutantes

espontáneos resistentes a los mismos que presentan alteraciones en diferentes

moléculas de la superficie bacteriana. Estos mutantes son isogénicos de la cepa

salvaje y permiten la comparación en diferentes aspectos de la patogenicidad entre

las cepas salvajes y dichos mutantes.

4. Cuando no ha sido posible la obtención de mutantes isogénicos mediante la

utilización de bacteriófagos, dichos mutantes se han obtenido por mutagénesis con

un agente alquilante y contrasdecdón con anticuerpos específicos frente a la

estructura superficial bacteriana que se pretendía alterar, comprobando luego que

dichos mutantes presentaban alteraciones únicamente en la estructura seleccionada.
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5. Se ha caracterizado biológicamente y químicamente por primera vez el LPS de las

cepas de Aeromonas mesófilas pertenecientes al serotipo O34.

6. Se ha caracterizado biológicamente y químicamente por primera vez el LPS de las

cepas de Aeromonas mesófilas pertenecientes al serotipo Olí.

7. Se ha determinado que la vía clásica del complemento es la responsable en el caso

de Aeromonas pertenecientes al serotipo 034 y Olí de la activación del

complemento y por consiguiente de la actividad bactericida del suero.

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

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

Olí, son los oligosacáridos del núcleo del LPS, tal como se demuestra mediante los

experimentos referentes a la actividad bactericida del suero y la composición

química del LPS de mutantes ¡sugénicos resistentes a dicha actividad obtenidos a

partir de cepas sensibles.

9. Se ha demostrado que el LPS de todas las Aeromonas mesófilas es capaz de activar

el complemento, y que la razón de ser sensibles o resistentes a la actividad

bactericida del suero se debe a la fijación o no de C3b pegado a la membrana, y la

consiguiente formación de los complejos C5b-9.
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10. El antígeno O del LPS de las cepas de Aeromonas mesófilas pertenecientes al

serotipo O34 es un factor de patogenicidad en dichas cepas.

11. La obtención de mutantes CT:S" de cepas de Aeromonas mesófilas del serotipo Olí

ha permitido establecer in vivo la ausencia de relación entre la presencia de lámina

S y la patogenicidad en dichas cepas, a diferencia de lo que ocurre con lámina A

de A. salmonicida.
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