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1. Resumen

Vibrio harveyi es un patdgeno de peces e invertebrados marinos con amplia distribucion en
sistemas marinos. En este trabajo se han analizado los cambios que experimenta V. harveyi
CECT 525 durante 35 dias de permanencia a 12°C en agua de mar (escasez de nutrientes). La
cultivabilidad no vari6, pero se detectdé una reduccion de tamafio y la adopcion de una
morfologia cocoide. Mediante la utilizacion de larvas de Galleria mellonella como modelo
animal, se registré una pérdida de patogenicidad progresiva durante el ensayo, pero no
completa. También se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y
bactericidas (CMB) de 6 antibioticos para V. harveyi CECT 525. Ademas, se analizaron los
cambios en los valores CMI y CMB durante la permanencia a 12°C en agua de mar, no

mostrando cambios en los valores CMI y una tendencia a incrementar de los valores CMB.

2. Abstract

Vibrio harveyi is a pathogen of fish and marine invertebrates with a wide distribution in
marine systems. In this work, changes experienced by V. harveyi CECT 525 during 35 days of
permanence at 12°C in seawater (scarcity of nutrient) were analysed. Culturability did not
change, but a reduction in size and the adoption of a coccoid morphology was detected. Using
Galleria mellonella larvae as an animal model, a progressive but not complete loss of
pathogenicity was recorded during the survival. The minimum inhibitory concentrations
(MIC) and bactericidal concentrations (MBC) for 6 antibiotics were also determined for V.
harveyi CECT 525. In addition, changes in MIC and MBC values were analysed during the
permanence at 12°C in seawater and no changes in MIC values and an increasing trend in

MBC values were observed.
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3. Introduccidn

3.3. Vibrio harveyi

V. harveyi es una bacteria Gram negativa que forma parte del género Vibrio (clase
Gammaproteobacteria). Son organismos mesofilos, quimioorganotrofos con capacidad de
fermentar. Requieren NaCl, por lo que se distribuyen especialmente en sistemas marinos con
temperaturas entre 15°C y 30°C (Thompson et al., 2004; Zhang et al., 2020). En estos
ambientes, las bacterias del género Vibrio ayudan a completar el ciclo de carbono degradando
compuestos como la quitina. (Zhang et al., 2018). Se encuentran a lo largo de toda la columna
de agua de forma libre o asociada a algun organismo eucariota como microalgas, macroalgas,

vertebrados e invertebrados (Sampaio et al., 2022).

Especies del género Vibrio, como V. harveyi, pueden ser patdgenos o simbiontes de diversos
vertebrados e invertebrados. En simbiosis, forman parte de la microbiota del hospedador
(Grimes, 2020). Pero también pueden ser patdégenos (Austin y Zhang, 2006). Sus mecanismos
de patogenicidad se basan principalmente en la produccién de endotoxinas, hemolisinas,
quitinasas, fosfolipasas y proteasas capaces de degradar proteinas como fibronectina, gelatina
o colageno (Teo et al., 2003; Grimes, 2020). V. harveyi afecta a diversas especies animales
como, por ejemplo, Hippocampus kuda (Xie et al., 2020), Litopenaeus vannamei
(Muthukrishnan et al., 2019), o Haliotis discus (Wang et al., 2018). Asi, puede producir
lesiones oculares y gastricas, necrosis muscular y aparicion de Ulceras en la piel en peces
(Zhang et al., 2020). V. harveyi tiene un efecto negativo a nivel econémico en empresas de
acuicultura que se benefician de la explotacidn de estas especies (Mohamad et al., 2019; Tang
y Reantaso, 2019). A pesar de que V. harveyi no se considera patbgeno humano, se han
notificado casos de infeccion a humanos en ambientes acuaticos (Brehm, 2020; Grimes,
2020).

3.2. Respuesta al estrés ambiental

Las bacterias son microorganismos con una extraordinaria capacidad de adaptacién a

diferentes condiciones ambientales (Betancor et al., 2008; Bodor et al., 2020). Entre otras,
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una de las respuestas al estrés ambiental mas estudiada es la adopcién del estado Viable No
Cultivable (VNC) (Xu et al., 1982). Se trata de un mecanismo de supervivencia que produce
cambios fisioldgicos en las bacterias manteniéndolas viables, pero sin capacidad de llevar a
cabo la division celular (Roszak y Colwell, 1987). Por tanto, pierden la capacidad de crecer en
medios de cultivo convencionales (Barcina y Arana, 2009; Ramamurthy et al., 2014; Oliver,
2016). En este estado VNC, las células conservan actividad metabolica detectable (Oliver,
2016; Zhao et al., 2016).

Los principales factores ambientales, cuyas variaciones pueden inducir esta respuesta, son: la
temperatura, la salinidad, el pH y la ausencia o escasez de nutrientes (Barcina y Arana, 2009;
Oliver, 2016; Dong et al., 2020).

El estado VNC lo adoptan tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas, incluyendo
50 generos diferentes, entre los que se encuentra el género Vibrio (Zhang et al., 2021).
Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio muestran que V. harveyi expuesto a baja
temperatura (4°C) en condiciones de escasez de nutrientes o expuesta a luz visible entra en el
estado VNC (Parada et al., 2016; Orrufio et al., 2017, 2019, 2021).

La escasez de nutrientes, ademas, promueve cambios morfoldgicos sin necesidad de la
adopcion del estado VNC. Estos cambios implican reduccion del tamafio y adopcion de
morfologia cocoide, que podria favorecer la captacion de nutrientes debido a una mayor
relacion superficie-volumen (Chaiyanan et al., 2001; Parada et al., 2016; Orrufio et al., 2021)
estando potenciados por otros factores ambientales (Orrufio et al., 2019, 2021). Ademas, se
han descrito cambios a nivel transcriptbmico y protedmico orientados a garantizar la
supervivencia celular (Kaberdin et al., 2015; Parada et al., 2016; Liu et al., 2019; Orrufio et
al., 2021).

3.3. Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibidticos es un problema creciente de interés global (Alds, 2015). Debido
al uso masivo e indiscriminado de antibi6ticos, las bacterias se encuentran bajo una constante

presion selectiva que favorece la aparicion y la transferencia de genes de resistencia. En el
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caso del V. harveyi, se han descrito resistencias a diferentes antibioticos, tanto en cepas
ambientales como de coleccion (Nakayama et al., 2006). Se ha descrito la aparicion de vibrios
multirresistentes en empresas de acuicultura debido a un uso desmedido de antibidticos
(Stalin y Srinivasan, 2016; Matamp y Bhat, 2019).

3.4. Galleria mellonella

Se ha propuesto a G. mellonella (en estado larvario) como modelo animal alternativo para
estudios de patogenicidad in vivo, tanto para bacterias Gram positivas y Gram negativas,
como para virus y hongos (Funch et al., 2010; Jeon y Yong, 2019; Tao et al., 2021; Asai et
al., 2023; Serrano et al., 2023). Ademas, ha sido ampliamente utilizada para determinar la
virulencia de diferentes vibrios, como V. cholerae (McMillan et al., 2015) o V. anguillarum
(Nuidate et al., 2016).

G. mellonella posee un sistema inmune notablemente similar al de los vertebrados (Mowlds,
2008). La respuesta celular esta protagonizada por hemocitos con funcion fagocitica,
coagulativa y de encapsulacion (Pereira et al., 2018); la respuesta humoral, en cambio, esta
caracterizada por la accion de moléculas efectoras inductoras de proteinas del complemento,

melanina y péptidos antimicrobianos (Wojda, 2017).

Por otra parte, se pueden obtener, facilmente y de forma barata, grandes cantidades de larvas
de G. mellonella. Trabajar con ellas es simple y no requiere un material especializado (Pereira
et al., 2020). Ademas, su corto ciclo de vida hace que sea un modelo animal ideal para
estudios a gran escala (Tsai et al., 2016). Otra de sus ventajas es que se puede mantener a
37°C, lo cual permite realizar estudios de patogenicidad en condiciones similares al cuerpo de
los mamiferos, pero sin entrar en cuestiones éticas (Dinh et al., 2021). Como invertebrado, G.
mellonella no esta incluido en la legislacion sobre bienestar animal ni en las directrices éticas
(Graham y Prescott 2015; Hubrecht y Carter 2019).

En un trabajo previo realizado con V. harveyi, Ezcurra (2022) estandariz6 el uso de G.
mellonella, estableciendo el tamafio y la dieta 6ptimos para los ensayos de patogenicidad y

también determind la densidad optima de bacterias a inocular en las larvas.
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4. Objetivos

El objetivo de este trabajo es determinar los cambios que experimenta Vibrio harveyi CECT
525 durante su permanencia a 12°C en agua de mar (condiciones de escasez de nutrientes). Se
analizaron los cambios en la integridad y la cultivabilidad, en la morfologia celular, en la

patogenicidad y en la resistencia a antibioticos durante 35 dias.

5. Materiales y métodos

5.1. Cepa bacteriana y experiencias de supervivencia

El microorganismo utilizado en este estudio fue Vibrio harveyi CECT 525 de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo. La cepa se conservO en criobolas Pro-lab Diagnostics®
Microbank™ mantenidas a -80°C. Para la obtencion de los in6culos se introdujo una criobola
en un tubo con 10 mL de Caldo Marino (CM, Sigma Aldrich) que se incub6 en oscuridad y
con agitacion (90 rpm) a 26°C durante 24 h. Posteriormente, 100 pL de este cultivo se
transfirieron a un matraz con 50 mL de CM que se volvié a incubar en las mismas
condiciones (oscuridad, 90 rpm y 26°C) durante 24 h. Tras alcanzar la fase estacionaria de
crecimiento, las células se recogieron por centrifugacion (15 minutos, 4.000 rpm). La pastilla
obtenida se resuspendid en Solucién Salina Estéril (SSE) (NaCl 1,94% [p/v]) y se centrifug6
de nuevo en las condiciones indicadas. Finalmente, la nueva pastilla obtenida se resuspendio
en 10 mL de SSE.

Matraces de 500 mL se llenaron con 250 mL de agua de mar estéril (AME). El agua de mar se
recogié en Plentzia (Bizkaia, 43°24'40"N 2°56'46"0) y se sometié a filtracion seriada con
filtros de membrana de mezcla de ésteres (Merck Millipore) con didmetros de poro de
diferentes tamarfios (8; 8,0; 0,45; 0,22 um). A continuacion, los matraces se esterilizaron en
autoclave a 121°C, 15 minutos. Los matraces se inocularon hasta una densidad final de 5x10’
V. harveyi/mL y se incubaron durante 35 dias a 12°C en oscuridad y con agitacion (90 rpm).
La temperatura se seleccioné al ser la temperatura media de las aguas superficiales en época
fria en el Golfo de Bizkaia (Bafia, 2021).
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Periddicamente se recogieron alicuotas para la determinacion de los numeros de células
totales y cultivables y de la longitud celular media. También se realizaron ensayos de
patogenicidad inoculando un modelo animal y se determinaron las Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI) y Bactericidas (CMB).

5.1.1. Cuantificacion del numero de células totales

Las ceélulas totales se cuantificaron de acuerdo con Hobbie et al. (1977). Las alicuotas
recogidas y fijadas con formaldehido (concentracion final 50 uL/mL) se tifieron con naranja
de acridina (0,06pg/mL, Molecular Probes) durante 2 minutos. Las muestras tefiidas se
filtraron y se recogieron en membranas de policarbonato negras de 0,22 um de didmetro de
poro (GE Osmonics™). Los filtros se observaron con un microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse E-400, equipado con un bloque de filtros B-2A (filtro de excitacion EX450-
490, espejo dicroico DM505 vy filtro barrera BA520). Para cada alicuota se cuantificaron las
células de 20 campos y se estimaron las células totales por mL.

5.1.2. Cuantificacion del nimero de células cultivables

La cuantificacion de células cultivables (Unidades Formadoras de Colonias, UFC/mL) se
realizd6 mediante siembra en microgota de diluciones seriadas en Agar Marino (AM, Sigma

Aldrich). Las placas se incubaron en oscuridad a 26°C durante 24 h.

5.1.3. Determinacion de la longitud celular

La longitud celular se determind de acuerdo con Massana et al. (1997), utilizando filtros
preparados para la enumeracion de bacterias totales. En estas preparaciones se capturaron
imagenes utilizando una cémara de alta resolucion Hamamatsau 2400 (Hamamatsu
Photonics). Las iméagenes se digitalizaron y se analizaron con el software Scion Image 1.622,
Para cada alicuota se determind la longitud de 200 células bacterianas y se establecio el valor

medio de longitud y la correspondiente desviacién estandar (DE)
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5.1.4. Determinacion de la patogenicidad

Para la determinacion de patogenicidad se utilizd Galleria mellonella como modelo animal.
Las larvas fueron suministradas por diferentes casas comerciales (Artroposfera, Bichosa,

Reptimercado y TiendaGrillos), utilizdndose finalmente las suministradas por Artroposfera.

Las larvas, una vez recepcionadas, se mantuvieron en los embalajes de envio con el alimento

suministrado por el proveedor, en condiciones de oscuridad a 20°C, hasta su utilizacion.

Previamente a su utilizacion, las larvas se separaron en grupos de 16 larvas y se determino el
peso de cada grupo y, a partir del mismo, el peso por larva, y se mantuvieron en ayuno
durante las 24 h previas a los ensayos (Ezcurra, 2022).

Para determinar la idoneidad de las larvas se tuvo en cuenta el estado de las mismas
(melanizacion y actividad) y se realizaron dos controles. EI primero de ellos, para determinar
la muerte larvaria natural, se realizd6 manteniendo 16 larvas no manipuladas en las mismas
condiciones que las del resto de los ensayos. El segundo, para descartar muerte larvaria por la
manipulacion y el proceso de inyeccion, se realizé inyectando 16 larvas con 10 pL de PBS
([Phosphate Buffered Saline, PBS], Glico™) (Ezcurra, 2022). La inyeccion se realizd via
intrahemocélica a través de la propata izquierda trasera (Asai et al., 2019). Para ello, se
utilizaron jeringas Hamilton 80366 701N (Sigma-Aldrich Ltd.) previamente sumergidas de
forma seriada 5 veces en lejia (10%), otras 5 en etanol (100%) y, asi sucesivamente, en agua
destilada y en PBS. El agua destilada y el PBS fueron previamente filtrados a través de filtros
de membranas de mezcla de ésteres de 0,22 um de didmetro de poro (Merck Millipore) y se

esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Ademas, se inocularon 16 larvas de cada casa comercial con una suspension de 5x107 V.
harveyi/mL. Se registrd la muerte larvaria a 24 h y 48 h de incubacién a 20°C en oscuridad.

Las larvas se consideraron muertas si no mostraban respuesta motora tras estimulo tactil.

En las experiencias de supervivencia, se inyectaron 10 pL de alicuotas recogidas los dias 0, 8,

15, 23 y 35 a grupos de 16 larvas. Se utilizaron dos controles negativos; para determinar la
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muerte larvaria natural y descartar muerte larvaria por la manipulacién y el proceso de

inyeccion.

Tras la inyeccion, todos los grupos (control e infectados) se mantuvieron a 20°C, oscuridad y
ayuno durante el periodo del ensayo. En los tiempos 24 h, 48 h, 72 h 'y 96 h se registré la

muerte larvaria.

5.1.5. Resistencia a antibioticos

Los dias 0, 8, 15, 23, 29 y 35 de supervivencia se recogieron alicuotas para la determinacion
de los valores de CMI y CMB (CLSI, 2006) para 6 antibi6ticos escogidos considerando sus
estructuras y espectros de accion (ciprofloxacino [fluoroquinolona], cloranfenicol [anfenicol],
eritromicina [macrdlido], gentamicina [aminoglucdsido], rifampicina [rifamicina] vy
tetraciclina [tetraciclina]). Las CMI y CMB se determinaron en placas de cultivo celular
(8x12 de 200 pL, Greiner bio-one). Se afiadieron 100 pL de CM 2X en los pocillos iniciales y
100 pL de CM en el resto. En los pocillos iniciales se afiadieron 100 pL de soluciones de
antibidticos (concentracién maxima 2X) (Tabla 1) y se realizaron diluciones seriadas de los
mismos en los pocillos siguientes. A continuacion, se afiadieron 100 pL de la suspensién
bacteriana (densidad final 10° vibrios/mL) a cada pocillo con antibiético.

Tabla 1. Concentraciones minimas y maximas de antibidticos utilizados en los ensayos de CMI (Concentracion
Minima Inhibitoria).

Antibidtico Concentracion minima Concentracion maxima
(Mg/mL) (Mg/mL)
Ciprofloxacino 0,156 20
Cloranfenicol 0,0625 8
Eritromicina 0,9375 120
Gentamicina 2,5 320
Rifampicina 0,78125 100
Tetraciclina 11,25 1440

10
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Tras incubar 24 h a 26°C, se determinaron los pocillos con crecimiento bacteriano (turbidez).
Los valores de CMI para cada antibidtico corresponden a la menor concentracion de

antibiotico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.

Para la determinacion de los valores de CMB, 10 uL de cada pocillo en los que no se observo
crecimiento se sembraron en AM. Las placas se incubaron durante 24 h a 26°C y se determind

el crecimiento en ausencia de antibidtico.

5.2. Tratamiento de datos

Las experiencias de supervivencia se realizaron por triplicado. Las densidades celulares se
transformaron en logaritmos decimales y se calculd la media aritmética y desviacion estandar
entre las diferentes réplicas. El analisis de los datos se realizé mediante el software Microsoft
Excel 2016. Para determinar cambios en la patogenicidad entre las diferentes réplicas, se
realizaron curvas Kaplan-Meier utilizando el software GraphPad 2022 vy test estadistico Log-
rank (Mantel-Cox).

5.3.  Comité de Etica

Este estudio se ha realizado en el marco del proyecto M30_2021 164 ARANA BASABE,
que cuenta con el informe favorable del Comité de Etica en la Investigacion con Agentes
Biologicos y Organismos Modificados Genéticamente (CEIAB) de la UPV/EHU.

6. Resultados

6.1. ldoneidad de las larvas sequn origen. Casas comerciales

Las larvas suministradas por las 4 casas comerciales analizadas en la comparativa
(Artroposfera, Bichosa, Reptimercado y TiendaGrillos), mostraron una reducida
melanizacién, signo de salud en las larvas. Sin embargo, presentaron caracteristicas diferentes

en cuanto a tamafio, actividad y resistencia al estrés de la manipulacion. Ezcurra (2022)

11
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propuso clasificar las larvas en 3 rangos: grandes (261 + 25,31 mg), medianas (172 + 16,20
mg) y pequefias (103 = 15,51 mg). Atendiendo a esta clasificacion, Bichosa y TiendaGrillos
suministraron larvas medianas y grandes. En el caso de Artroposfera las larvas se
consideraron en el grupo de grandes. Reptimercado suministro larvas de los 3 rangos (Tabla
2).

Tabla 2. Pesos medios de los grupos de larvas de Galleria mellonella (16 larvas/grupo) suministradas por

Artroposfera, Bichosa, Reptimercado y TiendaGrillos, separadas en grandes (>261 + 25,31 mg), medianas (172
+ 16,20 mg) y pequefas (<103 £ 15,51 mg) (Ezciurra, 2022).

Peso medio por larva (mg)
Rangos : : ; ;
Artroposfera Bichosa Reptimercado | TiendaGrillos
Grandes 307,2 349,8 261,0 341,4
Medianas - - 172,0 198,2
Pequenas - - 103,0 -

En cuanto a la actividad, las larvas de Bichosa y TiendaGrillos presentaron movilidad muy

reducida. En cambio, Artroposfera y Reptimercado proporcionaron larvas con gran actividad.

A B

100 i 100
< 80 S go-
L 3 80
s o
> 604 2 60
g g
g 404 2 40
@ 2
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0 ' " 0 .

0 24 48 0 24 48
Tiempo (h) tiempo (h)

Figura 1. Porcentajes de supervivencia en larvas de Galleria mellonella suministradas por Artroposfera (=),

Bichosa (=), Reptimercado (=) y TiendaGrillos (=) inoculadas con PBS (A) y suspension de V. harveyi (B).

Tras inocular con PBS (Figura 1A)y alicuotas de V. harveyi CECT 525 (Figura 1B), se

detectaron diferencias en la resistencia al estrés por manipulacion entre las larvas
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suministradas por las diferentes empresas. En el ensayo con PBS, la supervivencia larvaria a
las 48 h fue del 6,25%, 12,50%, 93.75% y 100% para las larvas suministradas por Bichosa,

TiendaGrillos, Artroposfera y Reptimercado, respectivamente (Figura 1A).

6.2. Supervivencia de poblaciones de V. harveyi CECT 525

mantenidas a 12°C en condiciones de escasez de nutrientes

A lo largo de las experiencias de supervivencia, las poblaciones de V. harveyi CECT 525

mantuvieron practicamente constantes los nimeros de células totales y cultivables (Figura 2).
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Dias bajo estrés
Figura 2. Variacion de las densidades (+DE) de células totales (A ) y cultivables ( O ), y de longitudes celulares
medias (+DE) (m) a lo largo de 35 dias de permanencia de V. harveyi CECT 525 a 12°C en agua de mar estéril.
Si bien se mantuvo la integridad celular a lo largo de los ensayos, se observaron cambios
morfoldgicos durante los primeros 6 dias de permanencia en agua de mar esteril. Las células
de V. harveyi adoptaron una morfologia cocoide (Figuras 2 y 3) reduciendo su longitud
celular de 1,58 (£0,40) um a 1,04 (+£0,24) um al cabo de 31 dias (Figura 2).
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Figura 3. Imagenes de preparaciones correspondientes a dia 0 (A) y dia 6 (B) obtenidas mediante microscopia

de epifluorescencia.

6.2.1. Variaciones en la patogenicidad determinada usando G. mellonella.

En la Figura 4 se muestran los porcentajes de supervivencia de larvas suministradas por
Artroposfera e inoculadas con poblaciones de V. harveyi mantenidas a 12°C AME. La muerte
larvaria disminuy6 a medida que aumentd el tiempo de permanencia de V. harveyi bajo
condiciones de estrés (Figura 4). En todos los casos se registrd el pico de muerte larvaria 48 h
después de la infeccion. La supervivencia larvaria varié con el tiempo de recogida de la

alicuota y con el tiempo de incubacion de las larvas infectadas (48 h vs 96 h) (Tabla 3).
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Figura 4. Porcentajes de supervivencia de Galleria mellonella inoculada con alicuotas de V. harveyi CECT 525
recogidas los dias 0 (=), 8(==), 15(==), 23(==), 29 () y 35(- ) de las experiencias de supervivencia.
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Tabla 3. Porcentajes de supervivencia de Galleria mellonella a 48 h y 96 h tras ser inoculadas con alicuotas de

V. harveyi CECT 525 recogidas los dias 0, 8, 15, 23, 29 y 35 de las experiencias de supervivencia.

% larvas supervivientes tras la infeccion
Dias de recogida alicuotas
de V. harveyi Ag b 96 h

0 6,25 0

8 31,25 20,00

15 75,00 56,25

23 68,75 68,75

29 87,50 75,00

35 81,25 75,00
6.2.2. Resistencia a antibidticos

Los valores CMI para cada antibiotico obtenidos a lo largo de la permanencia de V. harveyi en

AME no variaron a lo largo de la supervivencia (Tabla 4).

Tabla 4. Valores CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) de poblaciones de V. harveyi CECT 525 obtenidas a

lo largo de su permanencia en agua de mar estéril a 12°C.

CMI (pg/mL)
Origen de las alicuotas (dia de supervivencia)
Antibiético
0 8 15 23 29 35
Ciprofloxacino 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625
Cloranfenicol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Eritromicina >120 120 120 >120 >120 >120
Gentamicina 40 20 20 20 20 20
Rifampicina 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
Tetraciclina 360 180 180 180 180 180
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Los valores CMB obtenidos se muestran en la Tabla 5. Los valores de CMB fueron superiores
a los valores CMI (Tabla 4). Los antibioticos probados, con excepcion de la eritromicina para
la cual las concentraciones testadas fueron insuficientes para determinar CMI y CMB, indican
un efecto bactericida. Ademas, el incremento de los valores CMB (Tabla 5) indican un
incremento de la resistencia al efecto bactericida del cloranfenicol y gentamicina tras la
permanencia de V. harveyi CECT 525 en AME a 12°C. Sin embargo, los valores de CMB

para ciprofloxacino, rifampicina y tetraciclina no variaron.

Tabla 5. Valores CMB (Concentracion Minima Bactericida) de poblaciones V. harveyi CECT 525 a lo largo de

su permanencia en agua de mar estéril a 12°C.

CMB (pg/mL)
Origen de las alicuotas (dia de supervivencia)
Antibiotico
0 8 15 23 29 35

Ciprofloxacino 20 20 20 >20 20 >20
Cloranfenicol 2 4 8 4 8 4

Eritromicina >120 120 120 >120 >120 >120

Gentamicina 160 160 320 >320 >320 >320

Rifampicina 25 50 50 50 50 50

Tetraciclina 1440 >1440 1440 >1440 >1440 >1440

7. Discusion

La fiabilidad de los resultados obtenidos utilizando la larva de G. mellonella como modelo
animal dependera de la calidad del modelo en cuanto a actividad, melanizacién y tolerancia a
manipulacion. En estos ensayos, los datos se basan en el numero de muertes larvarias, por lo
que la utilizacion de larvas no saludables puede llevar a una sobreestimacion de la capacidad
patogénica del microorganismo a estudio (Champion et al., 2018). Por lo que interesa trabajar

con larvas de calidad.
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Las larvas obtenidas de Bichosa y TiendaGrillos no se consideraron vélidas para determinar la
capacidad patogénica de nuestro microorganismo. Aunque presentaron una melanizacion
reducida, mostraron una actividad insuficiente y mala tolerancia a la manipulacion y al ayuno.
Ademas, la inoculacién con PBS como control del impacto por manipulacion, provoco, ya a
las 48 h, una elevada mortalidad (6,25% y 12,5% de supervivientes en las larvas
suministradas por Bichosa y TiendaGrillos, respectivamente) (Figura 1A). Estos porcentajes
eran similares a los obtenidos tras la inoculacion de V. harveyi CECT 525 (Figura 1B). Sin
embargo, las larvas obtenidas de Artroposfera y Reptimercado mostraron ser adecuadas para
su uso. Presentaron una elevada actividad y correcta resistencia al estrés por manipulacion.
Ademas de tolerar las 24 h de ayuno, la supervivencia tras la inoculacion con PBS fue elevada
(Figura 1A). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Ezcurra (2022) que empleo

larvas de Reptimercado para estudios similares.

Ezcurra (2022) no observé mortalidad empleando larvas grandes inoculadas con V. harveyi
CECT 525 hasta las primeras 48 h tras la infeccion, aunque registrd diferencias en la
supervivencia de larvas medianas y grandes. Estos resultados coinciden con Andrea et al.
(2019) quienes indicaron que la dosis letal minima dependia del volumen de hemolinfa que
contenia la larva, por lo que una larva con mayor tamafio mostraria una mayor resistencia a la
infeccion. Asi, Ezcurra (2022) concluyé que larvas en estados medios del ciclo larval
(medianas) reflejan mejor la capacidad patogénica del microorganismo a estudio. En este
estudio, inoculando densidades similares de V. harveyi CECT 525 en larvas grandes,
suministradas por Antroposfera, se registrd mortalidad en las primeras 24 h tras la inoculacién
(Figura 1B). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Peleg et al. (2009) que
emplearon larvas grandes (250 pg - 350 pg) en sus estudios con bacterias Gram negativas.
Estas diferencias pueden atribuirse a las diferentes cepas de G. mellonella que se encuentran

en el mercado.

Durante la permanencia de V. harveyi CECT 525 a 12°C en agua de mar estéril no se indujo
pérdida de cultivabilidad (Figura 2). Este resultado difiere de los obtenidos por Orrufio et al.,
(2019) que en condiciones similares observaron un descenso de 1 log en la cultivabilidad de

la cepa de coleccion V. harveyi CECT 525 tras 21 dias de supervivencia. Ambos estudios
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difieren en el origen de las muestras de agua de mar; agua recogida en Armintza (salinidad
media, 37%o [Orruiio et al., 2019]) o recogida en Plentzia (salinidad media, 33%o [Eguiraun et
al., 2018]). Orrufio et al. (2019) indicaron que la salinidad afecta a la supervivencia de V.
harveyi CECT 525, siendo 30%o la salinidad més adecuada para la permanencia en agua de
mar artificial. Por otro lado, también difieren en el carbono organico disuelto; 0,11-0,12 mM
en aguas de Armintza (Bafa et al., 2014) y 0,2 - 0,4 mM en aguas de Plentzia (Saez et al.,
2009). Tanto la menor salinidad como la mayor concentracion de nutrientes del agua utilizada

en este estudio parecen favorecer la supervivencia de V. harveyi.

Diversos autores (Chaiyanan et al., 2001; Falcioni et al., 2008; Sun et al. 2008) asociaron la
reduccion de la longitud celular y adopcion de morfologia cocoide en Vibrio spp. con la
entrada en estado viable no cultivable (VNC). No obstante, los resultados de este trabajo,
junto con resultados previos obtenidos para el mismo microorganismo (Parada et al., 2016;
Orruiio et al., 2019, 2021; Ogayar, 2021), indican la independencia entre el fenotipo VNC y la
adquisicién de una morfologia cocoide para V. harveyi. Estos cambios en la morfologia de la
célula se han considerado como una estrategia de supervivencia a fin de minimizar el gasto
energético y mejorar la captacion de nutrientes (Parada et al., 2016; Orrufio et al., 2019, 2021;
Ogayar, 2021). Estos resultados, indican que el cambio morfolégico detectado en este trabajo

estaria relacionado con la escasez de nutrientes y no con la permanencia a 12°C.

Durante la permanencia en agua de mar a 12°C, V. harveyi CECT 525 experimentd
variaciones en su capacidad patogénica (Figura 4). A medida que aument6 el tiempo de
permanencia en condiciones de estrés, la capacidad patogénica disminuyd progresivamente,
sin detectarse pérdida completa tras 35 dias de experimentacion. Ezcurra (2022), tras 21 dias
de permanencia de V. harveyi CECT 525 a 4°C en agua de mar, observo una pérdida completa
de patogenicidad. Almaraz (comunicacion personal) no detectd variacion en la patogenicidad
durante la permanencia de V. harveyi CECT 525 en agua de mar a 20°C. Estos resultados
indican una mayor perdida de capacidad patogénica a medida que disminuye la temperatura
de realizacion de las experiencias de supervivencia. Estos resultados se relacionarian con las
diferencias observadas en los cambios protedmicos y transcriptomicos que experimenta V.

harveyi CECT 525 a diferentes temperaturas de exposicion y que se relacionan con un
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mantenimiento de la cultivabilidad por efecto del incremento de la temperatura (Montanchez
et al., 2014, 2019; Kaberdin et al., 2015; Parada et al., 2016; Orrufio et al., 2019, 2021)

Se determinaron valores de CMI y CMB para 6 familias de antibidticos que difieren en sus
espectros de accion. Ciprofloxacino, una fluoroquinolona, inhibe la division celular por el
blogueo de la transcripcion de la enzima DNA-girasa (Patricelli et al., 2016). Los valores
CMI obtenidos en este trabajo para V. harveyi (0,625 pg/mL) fueron similares a los obtenidos
por Zanetti (2001) para V. alginolyticus (0,5 pg/mL), y superiores para los obtenidos para V.
parahaemolyticus y V. vulnificus (0,25 pg/mL) expuestos a ciprofloxacino. El cloranfenicol
(familia de anfenicoles) y la eritromicina (macrélidos) actian inhibiendo la sintesis proteica
por unién a las subunidades ribosomales 50S (Arévalo, 1986; Matinez, 2006). La gentamicina
y la tetraciclina (familias de aminoglucoésidos y tetraciclinas, respectivamente) inhiben la
sintesis proteica por unién a las subunidades ribosomales 30S (Barquero, 1979; Pérez-
Trallero, 2003). De acuerdo con Olcina (2008), la rifampicina (familia rifamicinas) inhibe la

transcripcion de la subunidad f de la proteina DNA-polimerasa RNA dependiente.

Para los antibidticos analizados, exceptuando eritromicina cuyos valores de CMI y CMB
deben ser revisados, el valor CMB fue superior al valor CMI, sugiriendo una accion
bacteriostatica en V. harveyi por parte de ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina,

tetraciclina, y rifampicina.

Diversos autores (Xu et al., 2001; Drenkard, 2003; Poole, 2012) indican que, en periodos de
escasez de nutrientes, las bacterias experimentan variaciones en su patron de resistencia a
antibidticos. Diversos estudios indican que el estrés por escasez de nutrientes provoca un
incremento de la resistencia a antibidticos en bacterias como Escherichia coli (Wang et al.,
2020, 2021), Pseudomonas aeruginosa (Nguyen et al., 2011) o Staphylococcus aureus (Xu et
al., 2020). Sin embargo, también se ha indicado el efecto contrario sobre la resistencia tras
largos periodos de escasez de nutrientes para E. coli (Griffiths et al., 1990). En este estudio,
V. harveyi CECT 525, tras 35 dias de permanencia a 12°C en condiciones escasez de
nutrientes, no varid su patron de resistencias ni las dosis bacteriostaticas para ciprofloxacino,
rifampicina y tetraciclina. En el caso de cloranfenicol y gentamicina incremento el rango de

concentraciones bacteriostaticas.
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8. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos se concluye que:

1. Es preciso seleccionar las casas comerciales suministradoras de G. mellonella con el
fin de obtener unos resultados fiables. En este trabajo, las larvas suministradas por

Artroposfera fueron idoneas.

2. Durante la permanencia a 12°C en agua de mar estéril, V. harveyi CECT 525 no perdi6
cultivabilidad y experiment6 una reduccion de su longitud celular acompafada de la

adopcion de morfologia cocoide.

3. V. harveyi CECT 525 disminuy6 su capacidad patogénica durante la permanencia a
12°C en agua de mar estéril.

4. EIl patron de resistencias a los antibidticos testados no se alteré en condiciones de

escasez de nutrientes.
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