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Resumen

Actualmente, el sector de la acuicultura juega un papel muy importante tanto en el
suministro de alimentos como en la conservacion de las especies marinas. El género
Vibrio, un grupo de bacterias Gram negativas autdctonas de ambientes marinos, ejerce un
impacto negativo sobre esta industria al causar importantes pérdidas econémicas debidas a
enfermedades conocidas como vibriosis. La lubina (Dicentrarchus labrax (Linnaeus,
1758)) es una de las especies méas importantes en la acuicultura mediterranea y la vibriosis
causada V. harveyi (Vh) una de sus principales amenazas. Ademas, el cambio climético
estd produciendo un incremento en el numero de brotes de esta vibriosis, asi como un
aumento en la virulencia de las cepas de esta especie. En el laboratorio de la Dra. Amaro se
han recopilado evidencias que asocian este aumento en la virulencia con la adquisicion de
dos genes que confieren capacidad septicémica por transferencia genética horizontal. El
objetivo de este estudio ha sido desarrollar y validar un protocolo de PCR duplex que
permitiera la deteccion de este patdgeno en cualquier tipo de muestra y, al mismo tiempo,
discriminase si la muestra contiene la variante mas virulenta. Para ello, se ha desarrollado
una PCR duplex dirigida a dos genes diana, el gen toxR, marcador de especie, y el gen
fpcrp, uno de los dos genes que confieren capacidad septicémica. Determinamos que el
limite de deteccién de la PCR, tanto a partir de cultivos de laboratorio como de tejido de
lubina infectado, era alto (10° células/mL), por lo que se introdujo un paso previo de
enriquecimiento en agua de peptona alcalina (APA-1). Se ensayaron distintos tiempos de
incubacion y se concluy6d que una incubacién de 8 h en APA-1 reducia el limite de
deteccion entre 4 y 3 unidades logaritmicas dependiendo de si se trataba de un cultivo de
laboratorio o de tejido infectado. El procedimiento completo fue validado con muestras de
campo en las que fuimos capaces de detectar Vh en el moco superficial y branquias de
animales sanos, en su mayoria negativo para el marcador septicémico. En conclusion, este
procedimiento podria ser implementado en las piscifactorias para controlar la emergencia
de los brotes de vibriosis, especialmente si las variantes detectadas presentan el marcador

septicémico.



Abstract

Today, the aquaculture sector plays a very important role in both food supply and
conservation of marine species. The genus Vibrio, a group of Gram-negative bacteria
native to marine environments, has a negative impact on this industry as it is the cause of
important economic losses due to diseases known as vibriosis. Sea bass (Dicentrarchus
labrax (Linnaeus, 1758)) is one of the most important species in Mediterranean
aquaculture and vibriosis caused by V. harveyi (\VVh) is one of its main threats. In addition,
climate change is causing an increase in the number of outbreaks of this vibriosis as well as
an increase in the virulence of the strains of this species. In Dr. Amaro's laboratory,
evidence has been gathered linking this increase in virulence to the acquisition of two
genes that confer septicemic ability by horizontal gene transfer. The aim of this study was
to develop and validate a duplex PCR that allows the detection of this pathogen from any
type of sample and, at the same time, discriminates whether the sample contains the most
virulent variant. To this end, a duplex PCR has been developed for two target genes: the
toxR gene, a species marker, and the fpcrp gene, as septicemic marker. We determined that
the limit of detection of this PCR from both laboratory cultures and infected sea bass tissue
was high (10° cells/mL) so a pre-enrichment step in alkaline peptone water (APA-1) was
introduced. Different incubation times were tested, and it was concluded that an 8h
incubation in APA-1 reduced the detection limit by 4 to 3 log units depending on whether
it was a laboratory culture or infected tissue. The whole procedure was validated with field
samples in which we were able to detect Vh in surface mucus and gills of healthy animals
mostly negative for the septicemic marker. In conclusion, this procedure could be
implemented in fish farms to control the emergence of vibriosis outbreaks especially if the

detected variants present the septicemic marker.
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1. Introduccion

1.1. Vibrio y vibriosis en acuicultura

El répido crecimiento de la poblacion global y la creciente reduccion en el nimero de
capturas por parte de las pesquerias hacen que, hoy en dia, sea de gran relevancia el
desarrollo de la industria de la acuicultura para poder cumplir con el suministro de
alimentos y la conservacion de las especies marinas (Amin et al., 2021; Kim & Lee, 2017;
Mougin et al., 2021; Rossi et al., 2021; Zhou et al., 2022). De acuerdo con la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), la acuicultura es uno
de los sectores de mas rapido crecimiento en el ambito de la produccién animal, llegando a
proveer actualmente hasta un 50% del total de pescado para consumo humano (Kalatzis
et al., 2018; Sony et al., 2021; Xu et al., 2020).

De acuerdo con Kim y Lee (2017), la calidad microbiolégica del agua puede determinar el
éxito o el fracaso de una empresa de acuicultura, ya que los microorganismos son capaces
de afectar a multiples factores cruciales para el correcto desarrollo de la actividad acuicola,
como son el ciclo de los nutrientes o el estado de salud de los animales, entre otros. De esta
forma, los microorganismos patdgenos pueden causar enfermedades en los animales
causantes de pérdidas econdmicas significativas en el sector. Ademas, algunos de estos
patdégenos son también patdgenos humanos por lo que la aparicion de brotes en las
instalaciones puede constituir un problema no solo de sanidad animal sino también de
salud publica (Kim & Lee, 2017).

El género Vibrio (filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, familia Vibrionaceae)
comprende més de 100 especies de bacterias Gram negativas propias de ecosistemas
marinos y salobres (de Souza Valente & Wan, 2021; Istigomah et al., 2020; Kumar et al.,
2021; Kalatzis et al., 2018; Xu et al., 2020). Tienen forma de bacilo y son moviles gracias
a que tienen un flagelo polar. No producen esporas, pero si formas viables no cultivables
(VBNC) de resistencia a las condiciones adversas. Presentan un metabolismo anaerobio
facultativo muy versatil. Asi son capaces de respirar en condiciones aerobias y anaerobias
(por ejemplo, respiran nitratos que reducen a nitritos) asi como de fermentar multiples
azucares como la glucosa, la D-fructosa, la maltosa y el glicerol. Ademas, tienen citocromo
¢ en sus membranas (prueba oxidasa positiva) y son capaces de producir catalasa que
inactiva el peroxido de hidrogeno (Kumar et al., 2021; Mohamad et al., 2019). EIl género

es muy heterogéneo comprendiendo una gran diversidad de especies pertenecientes a
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comunidades microbianas concretas que habitan una gran cantidad de ambientes acuaticos
de diferentes salinidades. Son relativamente abundantes en el medio marino y, a menudo,
suelen encontrarse adheridos a particulas, habiéndose podido aislar de la superficie
mucosal de algas y animales acuéticos, del zooplancton, del sedimento e, incluso, de la
columna de agua (Mohamad et al., 2019). Obviamente también pueden encontrarse en las

instalaciones de acuicultura que usan agua salobre o marina.

Algunos parametros del agua como la temperatura, el pH, la salinidad o los nutrientes
pueden afectar a la abundancia de los vibrios (de Souza Valente & Wan, 2021; Kalatzis
et al., 2018), siendo los pardametros que mas influyen la temperatura y la salinidad (Xu
etal.,, 2020). En el caso de las especies del género que mas afectan a la piscicultura
mediterranea (V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. cholerae y V. alginolyticus y V.
vulnificus), su abundancia en el agua es mayor en los meses de verano (mayor temperatura,
menos lluvia) y mucho menor en los meses de invierno (de Souza Valente & Wan, 2021,
Xu et al., 2020) (datos aplicables al hemisferio norte) por lo que su presencia en aguas
costeras se esta incrementando con el calentamiento global (de Souza Valente & Wan,
2021). Las condiciones 6ptimas para la presencia de estos patdgenos en el agua son una
salinidad media de entre 1 y 2% y una temperatura por encima de los 15°C (Amaro et al.,
2021).

Las enfermedades que causan tanto en los animales acuaticos como en el ser humano se
conocen genéricamente como vibriosis (de Souza Valente & Wan, 2021; Kalatzis et al.,
2018; Mohamad et al., 2019; Xu et al., 2020; Zhou et al., 2022). En este ultimo caso la via
de transmision del patdgeno al ser humano puede ser por contacto con los animales
enfermos o por la ingestion de marisco fresco o mal cocinado o sushi (Xu et al., 2020). En
ambos casos, la enfermedad puede desencadenar una septicemia hemorragica con una

probabilidad de muerte muy dependiente del estado de salud del paciente (Oliver, 2015).

La vibriosis es la enfermedad bacteriana de los peces que estd méas extendida, afectando a
una gran cantidad de especies diferentes, tanto de agua dulce como salada, salvajes o de
cria (Istiqgomah et al., 2020; Kumar et al., 2021; Sakthivel et al., 2022; Sony et al., 2021;
Zhou et al., 2022). Ademas, es un problema que provoca grandes pérdidas econémicas en

el sector de la acuicultura a nivel mundial (Mohamad et al. 2019).

La primera vez que se publicé el caso de una infeccion por Vibrio fue en 1718, aunque no

se reconocié como Vibrio hasta un siglo después. La primera infeccién animal confirmada
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fue en 1817, cuando se aislé de anguilas enfermas (Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758))
una bacteria a la que se denomin¢ Bacillus anguillarum. Mas tarde, en 1909, se aislo6 esta
bacteria de nuevo en anguilas europeas y se la denominé Vibrio anguillarum. Las
enfermedades producidas por la infeccion de Vibrio spp. empezaron a recibir atencion
cuando se convirtieron en una amenaza para el sector de la acuicultura, especialmente en

América del Norte, Europa y Japon (Mohamad et al., 2019).

A medida que ha pasado el tiempo, la taxonomia de las Vibrionaceas ha ido cambiado
segln evolucionaban los métodos de identificacion de especies. Actualmente, los
miembros de la familia Vibrionaceae se clasifican en 8 géneros: Aliilvibrio, Echinimonas,
Enterovibrio, Grimontia, Photobacterium, Salinivibrio, Vibrio y un género propuesto mas

recientemente denominado Thaumasiovibrio (Mohamad et al., 2019).

La gran diversidad genética y bioldgica de la familia Vibrionaceae en los ecosistemas
acuaticos provoca dificultades para entender las enfermedades provocadas por las especies
de manera individual. Ademas, la falta de estudios de como las especies mas inusuales del
género Vibro infectan a los peces pueden dificultar el progreso ademéas de poner en
compromiso el desarrollo de futuros métodos de prevencion (Mohamad et al., 2019).

1.2. Factores de virulencia

La patogenicidad de los Vibrios se debe a una gran cantidad de genes y factores de
virulencia que les permiten infectar y causar dafios a diferentes especies hospedadoras
(Sony et al., 2021). Segun Kalatzis et al. (2018), uno de los factores de virulencia comunes
a las especies de vibrios patdgenos es la produccion de sistemas de captacion de hierro
dependientes de sider6foros con los que subvierten la inmunidad nutricional (secuestro de
hierro) de sus hospedadores. También pueden secretar multiples exoenzimas con actividad
proteolitica, lipolitica, y degradadora de &cidos nucleicos, asi como citotoxinas o
hemolisinas. Pero no basta con la presencia de los genes de virulencia en el genoma para
que la bacteria sea virulenta. Las bacterias presentan multiples mecanismos de regulacion
de la expresion de los genes de virulencia tanto en funcion de variacion en parametros
ambientales como en funcion del tamafio de la poblacién. Este ultimo fenédmeno se conoce
como quorum sensing y es dependiente de la elaboracion de moléculas conocidas como

autoinductores que se acumulan en el medio y que son “sentidas” por las propias bacterias
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que los elaboran y sus vecinas lo que activa o reprime la transcripciéon génica en funcion

del tamafio poblacional (Kalatzis et al., 2018).

Como hemos comentado anteriormente son solo cuatro las especies de Vibrio que mas
causan estragos en la piscicultura mediterranea. De todas ellas, V. vulnificus es quiza la
mas relevante dado que es la Unica especie de Vibrio que es reconocida como agente
zoonotico (zoonosis, enfermedad animal que se transmite al ser humano). El 50% de las
vibriosis humanas registradas en EE. UU. han sido causadas por este patdgeno tras el
consumo de ostras crudas, por lo que la FDA lo considera como el patdgeno transmitido
por los alimentos de mayor tasa de mortalidad (Mohamad et al., 2019). Actualmente, esta
bacteria se clasifica en 5 grupos filogenéticos o linajes (Carmona-salido et al., 2021; Roig
etal., 2018), dejando atrds la clasificacion en tres biotipos basada en propiedades

seroldgicas y bioquimicas.

Otra especie relevante es V. anguillarum que es el patdgeno de peces de mas amplio rango
de hospedadores, infectando a mas de 50 especies diferentes de peces. Ademas, es la
especie mejor caracterizada del género y ha sido bastante estudiada (Mohamad et al.,
2019).

No obstante, existen mas especies importantes dentro del género, aunque no todas son
relevantes en la piscicultura mediterranea. De todas ellas, V. harveyi, V. parahaemolyticus,
V. cholerae (no 01/0139) y V. alginolyticus, son las mas relevantes (Mohamad, Noor,
etal., 2019) siendo V. parahaemolyticus, V. cholerae (no 01/0139) y V. alginolyticus
capaces de infectar al ser humano, en este caso directamente desde heridas o alimentos
contaminados (Kumar et al., 2021).

1.3. Vibrio harveyi

Actualmente en Europa, la especie de pez que mas se cultiva es la lubina (Dicentrarchus
labrax) (Mougin et al., 2021). Esta especie puede sufrir de pasteurelosis (Photobacterium
damselae subsp. piscicida), fotobacteriosis (P. damselae subsp. damselae), tenacibaculosis
(Tenacibaculum spp.), y vibriosis (Vibrio spp.), y todas ellas causar elevada mortalidad y
pérdidas econdmicas cuantiosas. La vibriosis es la mas importante de estas enfermedades,
puesto que afecta a la lubina en todas las fases de la cadena de produccion y del ciclo de
vida, desde estadios larvarios hasta las tallas comerciales. Existen diferentes especies de
Vibrio capaces de infectar lubinas: V. alginolyticus, V, anguilarum, V. harveyi, V. ordalii,
V. parahaemolyticus y V. wvulnificus. V. anguillarum ha sido el patdégeno de mayor
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importancia durante mucho tiempo, pero, actualmente, V. harveyi (Fig. 1) se ha
identificado como la mayor amenaza para la lubina en la acuicultura, mediterrdnea
pudiendo también afectar a lubina cultivada en aguas calidas de Asia y América. (Mougin
etal., 2021; Zhang et al., 2020). No existen medidas de control eficaces frente a esta

enfermedad.

Inicialmente, se nombré como Achromobacter harveyi
en honor de Edmund Newton Harvey y su trabajo en la
bioluminiscencia de esta especie (Montanchez &
Kaberdin, 2020). Actualmente conocida como V. harveyi

(sinbnimo de V. carchariae y V. trachuri), es el vibrio

capaz de infectar a un mayor nimero de especies
Figura 1. Crecimiento de V. harveyi acuaticas distintas, entre las que se incluyen crustéceos,

sobre distintos medios y morfologia  mp|yscos y peces (Amaro et al., 2021; Mohamad et al.,
de la bacteria. (A) Crecimiento de V.

harveyi VIB 391 en agar marino. (B) ~ 2019; Mougin etal., 2021). Los signos clinicos
Luminiscencia de V. harveyi VIB 391.

(C) V. harveyi en TCBS agar. (D)  dependeran del hospedador, siendo la gastroenteritis, la
Fotografia con microscopio . . i .
electrénico de transmision de células  enteritis necrotizante, las ulceras en la piel y la

de V. harveyi VIB 645. Escala de 1 ) ) .. . ; .
um. Figura extraida de Zhang et al.  Septicemia hemorragica los signos mas habituales en

(2020). peces (Amaro et al., 2021).

V. harveyi tiene una gran variabilidad genética e incluye
cepas virulentas y no virulentas. Estudios recientes sugieren que su capacidad para causar
enfermedades en peces y otros organismos puede deberse a la adquisicion de plasmidos de
virulencia en las instalaciones de acuicultura donde se da una alta densidad de peces en los

tanques (Amaro et al., 2021).
1.3.1. Ecologia de V. harveyi

V. harveyi puede encontrarse en el agua de mar o en la de los tanques de las piscifactorias
tanto como organismo libre en la columna de agua como asociado a superficies bidticas o
abioticas formando biofilms (Amaro et al., 2021). También es comdn encontrarlo como
miembro de la microbiota intestinal de algunos animales vertebrados e invertebrados
acuaticos (Pang et al., 2006). La bajada de temperaturas, salinidad o disponibilidad de
nutrientes induce su entrada en el estado VBNC manteniendo la virulencia después de

largos periodos de incubacion bajo condiciones desfavorables (Amaro et al., 2021).
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Se le ha considerado un patdgeno oportunista, el cual no siempre se puede recuperar como
cultivo puro de animales, apareciendo en poblaciones mixtas junto con otras especies como

V. alginolyticus o V. parahaemolyticus (Amaro et al., 2021; Zhang et al., 2020).

1.3.2. La vibriosis y sus signos clinicos en lubina

La infeccion de los peces con V. harveyi se produce por contacto con el agua o peces
portadores/enfermos o por ingestion de alimento o agua contaminada de manera que la
bacteria coloniza las mucosas internas y externas del pez, en especial las branquias, el
intestino y el ano (Amaro et al., 2021; Mougin et al., 2021). Esta enfermedad puede cursar
con signos clinicos externos (vibriosis leve) o también internos (vibriosis grave), estos

ultimos compatibles con una septicemia hemorragica.

La lubina que padece vibriosis grave presenta alta de apetito, natacion erratica, exoftalmia,
oscurecimiento del color de la piel, branquias de color palido, hemorragias en las aletas,
Ulceras, lesiones cutaneas en la piel y el opérculo, petequias en la zona abdominal,
distension del abdomen y ademéas una mayor secrecién de moco cutaneo (Kalatzis et al.,
2018; Mougin et al., 2021). A nivel interno (Fig. 2), las visceras adquieren una apariencia
hemorragica o palida (higado principalmente), se detecta esplenomegalia y podemos
observar enteritis (inflamacion del intestino anterior) y necrosis del intestino posterior
detectable por la acumulacion de fluido ascitico (exudado amarillo) (Amaro et al., 2021;
Firmino et al., 2019; Zhang et al., 2020).

En los dltimos afios se han documentado 5 casos de infeccion en seres humanos por V.
harveyi (Brehm etal., 2020; Del Gigia-Aguirre et al., 2017; Hundenborn etal., 2013;
Pavia, 1989; Wilkins et al., 2008). Ninguna de estas infecciones se ha relacionado con un
posible caso de zoonosis, sino que se produjeron por contacto de una herida con agua

contaminada (Amaro et al., 2021; Firmino et al., 2019).

Tal y como se ha comentado con anterioridad, la abundancia en el agua de las especies que
mas afectan a la acuicultura mediterranea varia en la columna de agua segun la estacion del
ano, siendo mayor su abundancia desde junio a noviembre, cuando la temperatura del agua
es maxima. Este fendmeno provoca que los brotes de vibriosis sean mas comunes en estas
fechas. Ademas, el calentamiento global est4 incrementando la abundancia de V. harveyi
en las aguas costeras y los casos de vibriosis (Mougin et al., 2021).
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Figura 2. Signos clinicos de la vibriosis provocada en lubina por V. harveyi (Amaro et al., 2021). (A) érganos
internos hemorrégicos. (B) Inflamacion de 6rganos internos. (C) Hinchazén abdominal y hemorragias externas. (D)
Higado hemorragico.

1.3.3. Factores de virulencia de V. harveyi

Los principales factores de virulencia descritos en V. harveyi son: i) proteasas,
fosfolipasas, y hemolisinas extracelulares; ii) proteinas de membrana externa, en especial,
las involucradas en la captacion de sideroforo férrico; iii) la respuesta al quorum sensing;
iv) un sistema de secrecién de tipo 3 y las toxinas efectoras que inyecta (estas Ultimas no
estan caracterizadas); v) el flagelo; y v) la capacidad de formacion de biofilm (Austin &
Zhang, 2006; Fe Franco & Hedreyda, 2006; Montanchez & Kaberdin, 2020; Pavlinec
et al., 2022). Esta Gltima capacidad permitiria a V. harveyi crecer adherido a las paredes de
los tanques lo que puede intensificar el riesgo de vibriosis dado que en los biofilms las
bacterias son mas resistentes a antibidticos y desinfectantes (Amin et al., 2021; Mougin
etal., 2021).

Finalmente, algunas cepas de esta especie que son virulentas para peces son capaces de
competir con otras bacterias en la colonizacion del pez al producir una bacteriocina
denominada BLIS (bacteriocin-like substance) que actla como un antibiotico selectivo (Fe
Franco & Hedreyda, 2006).

De todas las toxinas, las mas estudiadas son las hemolisinas codificadas por los genes vhhA
y vhhB (Fe Franco & Hedreyda, 2006). Ambos estan presentes en las cepas virulentas de V.
harveyi, de forma que solo hay un gen o ninguno en las cepas menos virulentas. El
producto resultante de la expresion de estos genes es una exotoxina responsable de lisar los
eritrocitos (Austin & Zhang, 2006; Fe Franco & Hedreyda, 2006; Zhang et al., 2020).
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Hay que destacar que la interaccion con bacteriéfagos puede incrementar la virulencia en
V. harveyi. Asi, se ha descrito que la interaccion con el myovirus VHML (Vibrio harveyi
myovirus like) incrementa la secrecion de VhhA en las cepas avirulentas, que se vuelven

moderadamente virulentas (Zhang et al., 2020).

V. harveyi parece tener una gran eficiencia en el intercambio y la transferencia de genes, lo
que sugiere que podria incorporar genes o elementos genéticos maviles de otras bacterias
(Montanchez & Kaberdin, 2020). De hecho, ya se ha descrito un plasmido conjugativo de
unos 100 Kb en esta especie (pVh) (Austin & Zhang, 2006). Recientemente, el grupo de la
Dra. Amaro encontré en este pldsmido dos genes de virulencia que habia descrito en V.
vulnificus. Ambos genes estan presentes en el plasmido pVv de V. vulnificus, el cual es
distinto a pVh. Codifican una lipoproteina de membrana externa denominada Fpcrp (fish
phagocytosis and complement resistance protein) y una proteina también de membrana
externa denominada Ftbp, (fish transferrin-binding protein). Ambas confieren capacidad
para crecer eficazmente en sangre de pez al dotar a la bacteria de resistencia a la inmunidad
innata en sangre (Hernandez-Cabanyero et al., 2019). En consecuencia, se han dado
fendmenos de transferencia genética horizontal entre ambas especies que probablemente
hayan llevado a la emergencia de nuevas variantes de V. harveyi con mayor poder
septicémico. Esta hipotesis ha sido demostrada con el hallazgo de cepas de V. harveyi que
presentan estos genes y que son mas virulentas que las que no los presentan (resultados no

publicados).

Resulta interesante que algunas cepas de V. harveyi sean luminiscentes. Este fendmeno
estd mediado por el gen IuxR y depende del quorum sensing de manera que a alta
concentracion del autoinductor (proporcional a un mayor tamafo poblacional) las bacterias
emiten luz. Se desconoce si la bioluminiscencia tiene algin papel en la virulencia (Zhang
et al., 2020).

Finalmente, en V. harveyi se ha descrito un sistema de regulacion de la transcripcion de los
genes de virulencia que es dependiente de un regulador denominado ToxR (Fe Franco &
Hedreyda, 2006). Este sistema controla en V. cholerae la transcripcién de la toxina colérica

y esta muy extendido en el género Vibrio. No ha sido estudiado en V. harveyi.
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1.3.4. Métodos de identificacién

Se recomienda realizar muestreos periddicos en las instalaciones acuicolas para controlar
la presencia de V. harveyi tanto en el agua como en los peces (Amaro etal., 2021).
Desarrollar métodos de identificacion para V. harveyi ha sido un proceso complicado
debido a que los miembros del género tienen genotipos y fenotipos muy similares (Cano-
Gomez et al., 2009).

Respecto a la identificacion de V. harveyi, tradicionalmente se han utilizado
aproximaciones fenotipicas como perfiles metabolicos o de acidos grasos, pruebas
bioquimicas (API20E), serologia, perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos, etc. Y se
han comprado los perfiles obtenidos con perfiles de referencia (Cano-Gomez et al., 2009).
No obstante, debido a la heterogeneidad fenotipica de V. harveyi, puede ser dificil
distinguirlo de otros miembros del género Vibrio por lo que los resultados de la
identificacion fenotipica no siempre son concluyentes (Amaro et al., 2021). La plasticidad
de su genoma también puede causar variabilidad en el fenotipo y afectar a la
reproducibilidad de los resultados (Cano-Gomez etal., 2009). A pesar de ello, estas
pruebas son faciles de realizar, son rapidos y de bajo coste y, si bien pueden fallar en la
identificacion, pueden usarse en estudios comparativos o epizootioldgicos (Cano-Gomez
et al., 2009).

Hoy en dia se utilizan sobre todo métodos genéticos de identificacién que incluyen
técnicas basadas en analisis de genoma completo (whole-genome analyses) y huella
genética (molecular fingerprinting), como son la hibridacién de ADN (para comprobar las
similitudes entre dos cepas), AFLP (amplified fragment length polymorphism), REP-PCR
(repetitive extragenic palindromic elements) o RAPD (random amplified polymorphic
DNA). Pero estos ensayos resultan largos, caros y requieren de habilidad y experiencia para

la interpretacion de los resultados (Cano-Gomez et al., 2009).

Otro método genético de identificacién que estd muy extendido en bacterias se basa en la
secuenciacion del gen ARNr 16S y su comparacion con cepas de referencia. Sin embargo,
este metodo no sirve en el género Vibrio dado que especies diferentes pueden dar
practicamente la misma secuencia 0 secuencias con un 99% de similitud (Amaro et al.,
2021; Cano-Gomez et al., 2009; Zhang et al., 2020).

Quizéa el método de identificacion de V. harveyi mas eficaz es la amplificacion de genes
especificos (o fragmentos) por PCR, siendo el mas utilizado el gen toxR (Pang et al., 2006;
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Zhang et al., 2020). Es un gen bien conservado entre los miembros del género Vibrio que
presenta una regién variable que es ideal deal para el disefio de cebadores especificos de
especie (Cano-Gomez et al., 2009). No obstante, esta identificacion si bien seria precisa a
nivel de especie no permitiria distinguir las cepas septicémicas de las no septicémicas
(Cano-Gomez et al., 2009).

Sin embargo, la amplificacion de un unico gen tiene un poder de resolucion limitado. Por
ello, se han desarrollado protocolos de PCR que amplifican diferentes genes al mismo
tiempo. La PCR para multiples genes (PCR multiplex) ha resultado ser especifica y
sensible (Zhang et al., 2020).

Ademas, se han disefiado otros métodos como la ERIC-PCR (enterobacterial repetitive
intergenic consensus) o la RPA (recombinase polymerase amplification), técnicas rapidas
y precisas que permiten la monitorizacion de los brotes de V. harveyi (Zhang et al., 2020).
Estos métodos tienen ventajas: son precisos, con gran poder de discriminacion, son
reproducibles y existen bases de datos que permiten identificar cepas e intercambiar datos
entre laboratorios (Cano-Gomez et al., 2009). Ademas, en comparacion con otros métodos
moleculares, son mas rapidos y baratos. El problema sigue siendo el mismo y es que no

distinguen entre cepas septicémicas y no septicémicas.

La deteccion de genes de virulencia con el uso de estos métodos puede servir para
confirmar la presencia de cepas patdégenas con el fin de elaborar medidas de control
preventivas. Amaro et al. (2021) recomienda realizar una PCR adicional, tras la
identificacion de V. harveyi, que se encargue de identificar alguno de los genes implicados

en la mayor virulencia de los aislados.

1.3.5. Métodos de control para V. harveyi

Existen diferentes métodos para el control de la vibriosis causada por V. harveyi. Los
antibioticos, como el Prefuran o la oxitetraciclina, se utilizaron al principio con éxito, pero
la preocupacion por la resistencia a antibidticos o la presencia de remanente en los tejidos
de los animales contribuyd al desarrollo de otros métodos alternativos (Zhang et al.,
2020b). Entre estos métodos se encuentran la terapia con bacteriéfagos, el control
bioldgico con otras especies de bacterias, dietas con suplementos, inhibicion del quorum

sensing o la vacunacion (Zhang et al., 2020b).
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1.4. Antecedentes y objetivo

Tras considerar la importancia epidemioldgica de V. harveyi en la acuicultura, se concluye
que es necesario un método de deteccion eficiente con el fin de identificar este patdgeno v,
en concreto, las cepas con potencial septicémico que son las mas peligrosas en acuicultura.
De esta manera, se pueden prever futuros brotes de vibriosis en las lubinas en cautividad y
reducir la expansion y el impacto de la enfermedad, ademas de evitar grandes pérdidas

econdmicas en el sector.

En consecuencia, el objetivo principal de este estudio fue desarrollar y validar una PCR
duplex que permitiera detectar de forma répida y precisa la presencia de V. harveyi con
diferentes potenciales virulentos en cualquier tipo de muestra (ambiental o clinica). Para
ello seleccionamos dos genes, el gen toxR como marcador de especie y el gen fpcrp como
marcador de poder septicémico, y determinamos la especificidad y sensibilidad del método
con muestras de laboratorio. A continuacion, combinamos la PCR con un enriquecimiento
previo en un medio selectivo para Vibrio y determinamos la combinacion éptima que
permite la identificacion de la especie y la discriminacién de las variantes mas peligrosas
en salud animal. EI protocolo completo fue validado tanto con muestras de laboratorio y de
campo Yy podria ser implementado en las piscifactorias como método rutinario de control
de las vibriosis causadas por V. harveyi.

2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas utilizadas en el estudio y los datos de su aislamiento se muestran en la tabla 1.
De forma rutinaria las cepas se cultivaron en placas de TSA-1 (Tripticaseina soja agar, 1%
de NaCl) o caldo LB-1 (Luria-Bertani, 1% de NaCl), en agitacion (90-100 rpm), que se
incubaron durante 18-24 h a 28°C. El medio selectivo y diferencial para vibrios TCBS
(Thiosulfate—citrate—bile salts—sucrose) agar se utilizd para el aislamiento de V. harveyi a

partir de muestras ambientales.

19



Tabla 1. Cepas utilizadas en el estudio, datos sobre su aislamiento y resultados de la PCR dirigida a genes

marcadores.
PCR*
. Afio de
Especie Cepa Hospedador | Geografia . . Gen | Gen
aislamiento
fperp | toxR
o ) Lubina
Vibrio harveyi C2 Espafa 2020 + +
enferma
. Lubina
V. harveyi Labl Espafia 2015 + +
enferma
. Lubina
V. harveyi C3 Espafia 2020 - +
enferma
. Anguila .
V. vulnificus CECT4999 Espafia 1993 + -
enferma
Tilapia .
V. cholerae 8A Espafa 2019 - -
enferma
V. Langostino .
) TW-2 Taiwan NA - -
parahaemolyticus enfermo
V. alginolyticus LUB1 Lubina sana Espafa 2022 - -

*, fpcrp, gen marcador de capacidad septicémica. Es un gen plasmidico que codifica una lipoproteina de
membrana externa que confiere resistencia al sistema inmunitario en la sangre del pez. toxR, gen que codifica
un regulador transcripcional utilizado en la identificacion de V. harveyi.

2.2. Obtencion y preparacion de las muestras

Las muestras de tejido se obtuvieron a partir de ejemplares de Dicentrarchus labrax
(lubina europea) de una instalacion de jaulas del mar Mediterraneo (Bersolaz, Puerto de
Sagunto, Valencia, 39°40'35"N 0°1624"0) asi como de lubinas mantenidas en las
instalaciones de acuarios del Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental
(SCIE) de la Universitat de Valencia.

Tanto la extraccion de sangre como la necropsia posterior se realizaron siguiendo los
protocolos establecidos en dichas instalaciones, siempre bajo la supervision de personal
autorizado (tutores de trabajo). Se seleccionaron para el muestreo el moco superficial, las

branquias, el rifion anterior, el cerebro y el bazo.

20



El moco de la superficie corporal se obtuvo raspando suavemente con la ayuda de un
portaobjetos esterilizado con luz ultravioleta (UV) durante 2h. EI moco se introdujo en
tubos Eppendorf y se mantuvo en refrigeracion (-80°C) hasta su analisis. Las branquias se
retiraron con la ayuda de unas tijeras estériles y se utilizé el mismo procedimiento de

almacenamiento que para el moco.

Todos los 6rganos internos se extrajeron en condiciones de asepsia realizando incisiones
con bisturi y separando los tejidos con pinzas, ambos
instrumentos esterilizados previamente. En el caso
del rifion anterior y el bazo, se realiz6 una incision
ventral desde el ano hasta el inicio de la cabeza y dos

incisiones perpendiculares (Fig. 3). En el caso del

cerebro se realizaron dos incisiones paralelas y una

perpendicular en la parte superior del craneo. Una vez

Figura 3. Necropsia de lubina. Se . , . .
observa el bazo en la parte inferior  €Xtraidos, los organos se introdujeron en tubos

derecha de la apertura.

Eppendorf estériles y se conservaron congelados a -

80°C hasta su posterior utilizacion.

2.3. Extraccion de ADN bacteriano

El ADN bacteriano se extrajo a partir de medio de cultivo y de tejido. En el primer caso, se
utiliz6 el método de ebullicion (Pérez Roig et al., 2022) y en el segundo se empled el kit de

purificacion de ADN gendmico de Thermo Fisher Scientific. (Espafa).

Para la obtencion de ADN a partir de cultivos, las bacterias se recogieron por
centrifugacion a 12.000 rpm durante 4 min a 4°C (Gyrozen 1730R, Controltecnica, Espafia)
y se resuspendieron en 100 pL de PBS 1% (tampdn fosfato salino, pH 7). Las muestras se
hirvieron a 100°C durante 5 min, se enfriaron en hielo 5 min y se eliminaron los restos
celulares por centrifugacion a 12.000 rpm durante 4 min a 4°C. El sobrenadante
conteniendo el ADN bacteriano se pas6 a nuevos tubos Eppendorf estériles y se almacend
a -20°C.

Para la obtencién de ADN bacteriano a partir de tejido de pez, primero se tritur6 y
homogeneizd el tejido en tampdn tris-EDTA en un volumen final de 200 pL. A
continuacion, se afadieron 400 pL de solucion de lisis y se homogenizé por inversion del

tubo. Posteriormente se incub6 a 65°C durante 15 min, se afiadio 600 pL de cloroformo y
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se procedio a su emulsién, de nuevo por inversion del tubo. Las muestras se centrifugaron
2 min a 10.000 rpm y la fase acuosa (con el ADN) se trasfirié a un nuevo Eppendorf. Se
afiadieron 800 L de la solucion de precipitacion, se mezclo por inversion y se centrifugo 2
min a 10.000 rpm. Se elimino el sobrenadante y se homogenizo el sedimento en 100 pL de
solucidn salina, utilizando un agitador. Después, se afiadieron 300 pL de etanol absoluto
frio gota a gota y se dejo6 precipitar durante 30 min a -20 °C. Seguidamente, la muestra se
centrifugo durante 10 min a 10.000 rpm y se lavo el sedimento (sin resuspender) en 300 pL
de etanol frio al 70%, con posterior centrifugacion de 10 min a 10.000 rpm. Finalmente, se

resuspendio el sedimento en 50 pL de agua molecular.

La calidad y la concentracion del DNA extraido tanto a partir de cultivo como de tejido se
determind con un NanoDrop ND1000 (Thermo Fisher Scientific, Espafia). La
concentracion del ADN extraido se calcula en funcion de la absorbancia obtenida a 260nm.
La pureza se puede estimo a partir de la relacion entre absorbancia a 260 y 280 nm y 260 y
230 nm.

2.4. Disefio de un protocolo para la identificacion y deteccion de V. harveyi

2.4.1. PCR duplex

Se disefio una PCR duplex para la identificacion de V. harveyi que permitiese discriminar
las cepas mas virulentas. Para la identificacidn de la especie se seleccion6 como gen diana
toxR. Este gen esta presente en todas las especies del género Vibrio y presenta una zona de
variabilidad que permite la identificacion a nivel de especie. Se utilizaron dos pares de
cebadores dirigidos a amplificar el fragmento especifico del gen toxR para V. harveyi
previamente descritos (Pang et al., 2006). Para la discriminacion de las cepas mas
virulentas se incluy6 un segundo gen marcador, el gen fpcrp. Este gen fue descrito en V.
vulnificus y codifica una lipoproteina de membrana externa que confiere resistencia a la
fagocitosis y al complemento de la sangre de los peces y, por tanto, capacidad septicémica
(Hernandez-Cabanyero et al,. 2019). El gen fpcrp esta presente en un elemento genético
movil y ha sido transferido a cepas de V. harveyi altamente virulentas (resultados no
publicados). Los cebadores y el tamafio de los amplicones para ambos genes se muestran
en la tabla 2, ambos fueron suministrados por Integrated DNA Technologies (IDT,

Bélgica). La mezcla de reaccién se prepar6 en un volumen final de 25 pL, siguiendo las
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condiciones recomendadas por el Master Mix comercial (Speedy Supreme NZYTaq 2x
green, NZYTech): 12 pL de Master Mix, 2,5 pL de cebadores, 9,5 pL de agua molecular
(HyPure Molecular Biology Grade Water, Cytiva) y 1 pL de ADN. La temperatura de
hibridacion para los cebadores fue de 55°C durante 5 segundos, con un total de 30 ciclos.
El proceso se realizd con el termociclador (MiniAmp Thermal Cycler, Thermo Fisher
Scientific).

Tabla 2. Cebadores y tamafio de los amplicones.

Cebador Secuencia (5’ — 3°) Tamaiio (pb) Referencia
toxR —F GAAGCAGCACTCACCGAT (Pang et al.,
toxR — R GGTGAAGACTCATCAGCA 382 2006)
fpcrp—F | AGGTAAGAAGGGAGGAGTTT (Barriga-

497 Cuartero
fpcrp - R TCAAGGTTTTTCCGCTAACT etal., 2023)

A continuacion, el ADN se separd mediante electroforesis en gel de agarosa 1°8% a 100V,
30 miny las bandas se visualizaron por tincion con RedSafe Nucleic Acid Staining Solution
(Intron Biotechnology) 5 uL/100 mL. Se cargaron 5 puL del ADN amplificado ademas de 5
UL del patron de pesos moleculares Thermo Scientific Gene Ruler 1 kb. Los amplicones se
visualizaron y fotografiaron con un escaner Microtek MFS-300L de luz UV.

2.4.2. Enriquecimiento

Para reducir el limite de deteccion por PCR se procedio a un enriquecimiento previo de la
muestra en APA-1 (agua de peptona alcalina 1% de NaCl, pH 8,6) (Pérez Roig et al.,
2022). El enriquecimiento se realiz6 incubando una dilucion 1/10 de la muestra en APA-1
a 28°C y en agitacion durante 24 h. Para seleccionar el tiempo de incubacion idéneo, se
tomaron muestras a distintos tiempos post-inoculacion (0, 4, 6, 8, 10 y 24 h) y se realizo la

extraccion de ADN siguiendo el protocolo de ebullicién (apartado 2.3).
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2.5. Especificidad y sensibilidad del método.

Para valorar la especificidad del método se cultivaron las cepas de V. harveyi y de los otros
vibrios que se indican en la tabla 2 en LB-1 y se realizd la extraccion de ADN a partir de
cultivos puros y mixtos (con mezcla de varias especies en proporcion 1:1). Para valorar la
sensibilidad, se realizaron diluciones de cultivos de la cepa C2 de V. harveyi en PBS-1
(DOs2s entre 0°2 y 0°3, lo que equivale a 102 UFC (unidades formadoras de colonias/mL).
El nimero de UFC /mL se estimé mediante recuentos por goteo en TSA-1 (Hoben &
Somasegaran, 1982). Se extrajo el ADN de los diferentes cultivos por el método de

ebullicién.

2.6. Validacién del método

El protocolo de PCR duplex se validd con muestras de tejido inoculado en el laboratorio y
muestras de campo. En el primer caso, muestras de 0’°1g de tejido se homogeneizaron en
100uL de diluciones decimales seriadas de una suspension de la cepa C2 de V. harveyi
(desde 10 a 108 UFC/mL).

La validacion del protocolo en el campo se realiz6 empleando lubinas sanas procedentes de
las instalaciones de acuicultura que aparecen en el apartado 2.2. Los tejidos/6rganos de
interés (moco superficial, branquias, sangre y bazo) se homogeneizaron segun se describe
en el apartado 2.4.3. En paralelo se realiz6 un enriquecimiento en APA-1 y se extrajo el
ADN que se sometié al protocolo de PCR duplex para detectar V. harveyi. Cada muestra
enriquecida se sembr6 en agar TCBS y las colonias amarillas (fermentadoras de sacarosa)
se aislaron y purificaron en TSA-1. A continuacion se identificaron usando tiras API-20E
(Biomerieux) y, en paralelo, la PCR disefiada. Un esquema del protocolo de validacion se

muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Procedimiento para la deteccion de V. harveyi en muestras de campo. TCBS: agar tiosulfato
citrato bilis sacarosa. TSA-1: tripticaseina soja agar con 1% de NaCl. APA-1: agua de peptona alcalina con
1% de NaCl. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa. Gen toxR: marcador especifico para V. harveyi. Gen
fpcrp: gen indicador de virulencia que confiere resistencia a la fagocitosis y al sistema del complemento en
peces.

3. Resultados

3.1. Especificidad de la PCR duplex

En primer lugar, se ensay0 la especificidad de la PCR duplex utilizando ADN de diferentes
cepas de V. harveyi y de otras especies de Vibrio que pueden coexistir en el mismo héabitat
(Tabla 2). Se obtuvieron los amplicones correspondientes a los 2 genes seleccionados
(toxR y fpcrp) en las muestras de ADN de V. harveyi para las cepas Labl y C2 y solo el del
gen toxR en la cepa C3 (Fig. 5A). Asimismo, no se visualizaron bandas en las muestras de
las otras especies de Vibrio, salvo en el caso de la cepa de V. vulnificus que si amplificé el

gen fpcrp (Tabla 2). Con una combinacion/mezcla de ADN de otras especies se visualizan
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las bandas correspondientes a los genes de interés en V. harveyi (Fig. 5B). No se observo

ninguna banda inespecifica (Fig. 5A 'y 5B).

3.2. Sensibilidad del protocolo de PCR duplex

Cuando se analizan las muestras de ADN obtenidas a partir de suspensiones bacterianas se
obtuvieron resultados positivos en aquellas que tenian una cantidad de bacterias mayor o
igual a 10° UFC/mL (Fig. 5C). Con las muestras de bazo inoculadas con V. harveyi se

obtuvieron los mismos resultados (Fig. 5D).

A
M 12 3 4 56 7 8
C M 1 7 TSremtemiiesibnetg- 59
=,
D

M 1 2 Sass e 7 8

Figura 5. Especificidad del protocolo de PCR. (A) Especificidad de los cebadores dirigidos a toxR y fpcrp.
ADN de diferentes especies de Vibrio. Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M), Vibrio harveyi
Labl (1), V. harveyi C3 (2), V. harveyi C2 (3), V. vulnificus R99 (4), V. cholerae (5), V. alginolyticus (6), V.
parahaemolyticus (7), control negativo sin ADN (8). (B) Especificidad para los cebadores dirigidos a toxR y
fpcrp. Mezcla de ADN de diferentes especies de Vibrio: V. cholerae, V. harveyi, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus (1, 2 y 3), control positivo con ADN de V. harveyi (C2) (4), control
negativo sin ADN (5), Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M). (C) Deteccion de V. harveyi
(C2) mediante PCR duplex. Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M), 108 UFC/mL (1), 107
UFC/mL (2), 106 UFC/mL (3), 10° UFC/mL (4), 10* UFC/mL (5), 10° UFC/mL (6), 102 UFC/mL (7), control
positivo con ADN de V. harveyi (8), control negativo sin ADN (9). (D) Deteccidn de V. harveyi (C2) por
PCR duplex desde tejido contaminado artificialmente. Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher)
(M), 108 UFC/mL (1), 10" UFC/mL (2), 10% UFC/mL (3), 105 UFC/mL (4), 10* UFC/mL (5), 10® UFC/mL
(6), control positivo con ADN de V. harveyi (7), control negativo sin ADN (8).

26



Para reducir el limite de deteccion del protocolo se procedid a realizar un enriguecimiento de las
muestras. Los resultados demostraron que incubar la muestra previamente en APA-1 durante 8 h
reducia el limite de deteccién 10° veces en el caso de las muestras de tejido inoculado (102
UFC/mL) (Fig 6) y 10* veces en el caso de los cultivos puros (10 UFC/mL) (Fig. 7).

Figura 6. Efecto del enriquecimiento en el limite de deteccion de la PCR duplex a partir de tejido
inoculado. Se utiliz6 tejido esplénico de lubina infectado con V. harveyi que se incubd en APA-1 8 h.
Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M), Inéculo: 10° UFC/mL (1), 10* UFC/mL (2), 10°
UFC/mL (3), 10?2 UFC/mL (4), 10* UFC/mL (5), control positivo extraido por ebullicion (6), control positivo
extraido con Kit (7), control negativo sin ADN (8).

L2 384 E5EE6EE/N 8 14S

Figura 7. Efecto del enriquecimiento en el limite de deteccién de la PCR duplex a partir de cultivo
puro. Se incub6 en APA-1 8 h. Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M), Concentracion del
cultivo: 108 UFC/mL (1), 10° UFC/mL (2), 10* UFC/mL (3), 103 UFC/mL (4), 102 UFC/mL (5), 10 UFC/mL
(6), 10° UFC/mL (7), control positivo con ADN de V. harveyi (C2) (8) y control negativo sin ADN (9).

3.3. Validacion del protocolo con muestras de campo

Se realiz6 la valoracion del protocolo con muestras de campo empleando lubinas de acuicultura. Se
realizaron dos muestreos y las muestras se sometieron al protocolo optimizado de PCR duplex tras
previo enriquecimiento en APA-1. En el primer muestreo se detect6 el amplicon correspondiente al
gen toxR en las branquias y el moco superficial (Fig. 8). En sangre no se detecté presencia de V.
harveyi (Fig. 8). Asimismo, en paralelo, se analizaron microbiolégicamente las muestras

enriquecidas mediante siembra en TCBS agar y posterior purificacion en TSA-1 e identificacion
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por tira API-20E. Las colonias aisladas sobre agar TCBS se identificaron como V. alginolyticus
(perfil 4046125 con probabilidad de identificacion del 98,14% y perfil 4246525 con probabilidad
de identificacién del 98,3%).

Figura 8. Validacién del protocolo con muestras de campo (1). Deteccién de V. harveyi en muestras de
lubina mediante PCR diplex. Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M), ADN extraido de:
moco (1, 2), branquia (3, 4), sangre (5,6), control positivo con ADN de V. harveyi (C2) (7), control negativo
sin ADN (8).

Figura 9. Validacion del protocolo con muestras de campo (I1). Deteccion de V. harveyi en muestras de
lubina mediante PCR diplex. Marcador de peso molecular 1kb (Thermo Fisher) (M), ADN extraido de:
branquia (1, 2 y 3), bazo (4), control positivo con ADN de V. harveyi (5).

En el segundo muestreo, el protocolo se aplicé a muestras de branquias de lubinas sanas extraidas
de ejemplares criados en jaulas. Se detect6 la presencia de V. harveyi con el gen fpcrp (Fig. 9).
Como control negativo se utiliz6 el bazo (Fig. 9). Las muestras enriquecidas fueron analizadas
microbiolégicamente empleando TSA-1 y TCBS agar. De nuevo, se aislaron colonias identificadas
presuntivamente como V. alginolyticus (perfil 4046125 con probabilidad de identificacion del
98,14% y perfil 4246525 con probabilidad de identificacion del 98,3%).
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4. Discusion

El sector de la acuicultura ha adquirido gran importancia y protagonismo en los Gltimos afios en el
suministro de alimentos y la conservacion de las especies marinas (Amin et al., 2021; Kim & Lee,
2017; Mougin etal., 2021; Rossi et al., 2021; Zhou et al., 2022). El género Vibrio comprende
especies autéctonas de ambientes de aguas salobres (Mohamad et al., 2019) algunas de las cuales
pueden ocasionar importantes pérdidas econdmicas al sector (De Souza Valente & Wan, 2021;
Kalatzis et al., 2018; Mohamad et al., 2019; Xu et al., 2020; Zhou et al., 2022). La lubina europea
es una de las especies econdmicamente mas relevantes en la acuicultura mediterrnea y V. harveyi
es actualmente el patégeno que representa su mayor amenaza (Mougin et al., 2021; Zhang et al.,
2020). En consecuencia, desarrollar métodos de deteccion de este patdgeno que sean rapidos y
fiables es esencial para poder prevenir los brotes de vibriosis y garantizar el buen estado sanitario
de los peces. Actualmente no hay ninguna vacuna comercial contra la vibriosis causada por V.
harveyi aunque si la hay frente a la vibriosis cléasica causada por V. anguillarum (Mohamad et al.,
2019).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar y validar un protocolo de deteccion de V. harveyi en
lubina que pudiera implementarse en otras especies y muestras ambientales. Para ello, se disefi6
una PCR duplex basada en el gen toxR como marcador de especie (Pang et al., 2006) y en el gen
fpcrp marcador de capacidad septicémica al conferir resistencia al sistema del complemento y a la
fagocitosis de los peces (Amaro et al., 2021). La PCR duplex resultd ser especifica al 100%, sin
generar resultados positivos con otras especies del género que co-habitan con V. harveyi en los
ecosistemas acudticos. Por otro lado, la tira API20E resulté no ser un método efectivo en la

identificacion de especie.

El limite de deteccion obtenido utilizando cultivos puros o mixtos fue de 10° UFC/mL. Otros
autores encontraron un limite de deteccién inferior al utilizar la PCR simple con el gen toxR frente
a V. harveyi (Pang et al., 2006). Aunque el método de extraccion del ADN podria haber influido en
el resultado, resultados posteriores obtenidos en el laboratorio y no incluidos en la presente
memoria demuestran que los limites de deteccion con ambas metodologias estan en el mismo
rango. Probablemente la razdn estribe en que esta PCR detecta dos genes lo que involucra ajustes a
un mismo proceso de PCR de genes distintos lo que podria redundar en un mayor limite de

deteccion.

Para poder aplicar el protocolo de deteccidn precoz era necesario, por tanto, reducir el limite de
deteccion. Para ello, se realizd un enriquecimiento previo en APA-1 de acuerdo con el trabajo de
Pérez-Roig et al. (2022). De esta manera, tras 8 h de enriquecimiento el limite de deteccion bajo de
10° UFC/mL a 10 y 10? UFC/mL, dependiendo del tipo de muestra (cultivo puro vs tejido

infectado) lo que significa que se redujo el limite de deteccion entre 4 y 3 unidades logaritmicas.
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Con esta modificacion si que se observaron diferencias en los resultados obtenidos a partir de
cultivo puro de V. harveyi y de tejido infectado, lo que significa que la presencia de tejido afecta

ligeramente al limite de deteccion de la técnica.

El protocolo de PCR duplex con enriquecimiento previo de las muestras se valido utilizando
muestras de campo, en concreto lubinas sanas de acuicultura, donde se consiguié detectar V.
harveyi. Ademas, se pudo recuperar en cultivo puro a partir de las placas de agar TCBS. Las cepas
encontradas se aislaron todas de superficie y no de 6rgano interno y, con una sola excepcion,
fueron negativas para el gen fpcrp. Este resultado sugiere que la mayoria de las cepas ambientales
no poseen capacidad septicémica.

En conclusion, hemos disefiado un protocolo que combina un enriguecimiento con una PCR duplex
gue presenta la ventaja con respecto a PCR anteriores de que permite detectar no solo la presencia
de V. harveyi, sino conocer si la cepa presente tiene un mayor poder septicémico. Esta ventaja
convierte al protocolo desarrollado en una herramienta esencial y muy (til para la prevencion de
posibles brotes de vibriosis en instalaciones de acuicultura, pudiéndose implementar de forma

rutinaria para el control de esta patologia.
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