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RESUMEN

Vibrio harveyi es considerado como una de las especies mas relevantes del género
Vibrio debido a su capacidad para infectar peces marinos e invertebrados.
Estudios previos han demostrado que la respuesta de V. harveyi ante condiciones
ambientales adversas (p.e. disminucién de la temperatura) es su entrada en el
denominado estado Viable No Cultivable (VNC), representando este estado una
estrategia de supervivencia para algunas bacterias no diferenciadas. Se ha
estudiado la respuesta de este microorganismo durante su incubaciéon a bajas
temperaturas (4°C) utilizando como soporte tanto agua de mar como
sobrenadantes recogidos en experiencias de superviviencia previas. V. harveyi
presenta un patrén similar durante su incubacién en agua de mar como en fases
tempranas de estudio en sobrenadantes. Sin embargo, en fases tardias de estudio
se ha comprobado que se retrasa su entrada en el estado VNC. Estos resultados
sugieren que estas poblaciones podrian liberan compuestos al medio para

favorecer su supervivencia bajo condiciones ambientales adversas.

ABSTRACT

Vibrio harveyi is considered as one of the most important species of the genus
Vibrio because of its ability to infect marine fish and invertebrates. Previous
studies have demonstrated that the response of V. harveyi to adverse
environmental conditions (e.g. temperature decrease) is its entry into the state
viable but nonculturable state (VBNC), representing this state a survival strategy
for some undifferentiated bacteria. We have studied the response of this
microorganism during its incubation at low temperatures (4 °C) using as support
both seawater as supernatants collected in previous experiences survival. V.
harveyi shows a similar pattern during incubation in seawater as in early stages of
study in supernatants. However, in late stages of study has shown that delays its
input in the state VBNC. These results suggest that these populations may release
compounds to the medium to promote their survival under adverse environmental

conditions



INTRODUCCION
Aspectos generales de Vibrio spp. y de V. harveyi

Los vibrios fueron uno de los primeros grupos bacterianos en ser reconocidos y
descritos taxonémicamente en la naturaleza (Pacini, 1854). Segin el Manual de
Bacteriologia Determinativa de Bergey (Hensyl, 2000), son gammaproteobacterias
pertenecientes a la familia Vibrionaceae abarcando diversos grupos de bacterias
marinas quimioorganotrofas. Son gram negativas, oxidasa positivos, mesofilos o
psicroéfilos, y con un metabolismo anaerobio facultativo. Ademas, suelen ser bacilos
moviles por medio de un simple flagelo polar y con un tamafio comprendido entre

0,5y 0,8 um de ancho y entre 1,4y 2,6 um de largo (Cafigral, 2011).

Naturalmente habitan ambientes marinos y de agua dulce tanto en formas de vida
plancténica, en la columna de agua (Worden et al, 2006), como en formas
bentoénicas, desarrollando biopeliculas en sedimentos, zooplancton (Heidelberg
et al, 2002) y en el tracto gastrointestinal de organismos marinos (Watnick et al,

2001).

Son por tanto, bacterias capaces de tolerar un amplio rango de salinidades,
existiendo especies halofilas (requieren al menos una concentracion del 0,5% de
NaCl en el medio para crecer) y especies no haldfilas (pueden crecer con
concentraciones minimas de sal), pero cuyo requerimiento 6ptimo de NaCl es de

alrededor de 2,0 a 2,5% (peso/volumen) (Gomez-Gil et al., 2004).

Vibrio harveyi es considerado como una de las especies mas relevantes del género
Vibrio (Dorsch et al, 1992). Ademas de todas las caracteristicas anteriores,
V. harveyi es una bacteria bioluminiscente. Debido a esta caracteristica, en un
principio fue llamada Achromobacter harveyi, en honor a E.N. Harvey, pionero en el
estudio sistematico de la bioluminiscencia (Johnson and Shunk., 1936). Después
varios fueron los nombres que se le atribuyeron, como Lucibacterium harveyi y

Beneckea harveyi, hasta su denominacién actual (Farmer et al,, 2005).



Importancia del género Vibrio

Las especies de Vibrio han sido extensamente estudiadas en los sistemas costeros
por su importancia medioambiental e incidencia en la extraccién de moluscos
debido a su capacidad para infectar organismos marinos como peces, corales,
moluscos, algas, esponjas, camarones y zooplacton (Thompson et al, 2004).
Ademas se ha observado que la distribucién y dindmica de estas poblaciones estan
influenciadas por gradientes medioambientales como temperatura, salinidad,

disponibilidad de nutrientes y factores bioldgicos (Thompson and Polz, 2006).

Estado viable no cultivable

Diversos trabajos han revelado que ciertas bacterias, en respuesta a condiciones
ambientales adversas como radiacion luminosa, ayuno, concentraciones osmoticas
elevadas etc., entran en el llamado Estado Viable No Cultivable (VNC). En este
estado VNC las células no son capaces de crecer en medios de cultivo
convencionales pero presentan signos de actividad o ciertas funciones fisiolégicas

(Oliver, 2010).

Las células durante el estado VNC sufren cambios metabdlicos tales como
reduccion en el transporte de nutrientes, variacion en las tasas de respiracion y

cambios en la sintesis de macromoléculas (Porter et al, 1995).

Tanto el significado biolégico como las implicaciones de este estado celular han
sido objeto de polémica entre los microbiologos. Por una parte estan aquellos que
sostienen que el estado VNC es una estrategia de adaptacion a condiciones
ambientales adversas de ciertos procariotas; y por otro lado aquellos que apoyan
que este estado es el resultado de un proceso degenerativo que conduce a la

muerte celular (Seco, 2005).

Tal y como se ha demostrado que ocurre con Pseudomonas fluorescens (Bunker et
al., 2004), Vibrio spp. es capaz de revertir el estado VNC recuperando las
condiciones fisioldgicas y fenotipicas anteriores al estrés. Esta capacidad de
“resucitacion” indica que, la pérdida de cultivabilidad de Vibrio es un proceso
temporal, una parte de su ciclo de vida, y por tanto, un proceso reversible

(Margarifios et al., 1997; Gupte et al, 2003; Wong et al., 2004).



Por otra parte, diversos estudios han demostrado que la entrada al estado VNC
puede tener lugar con la participacion de sefiales moleculares célula-célula
(McDougald et al, 1999) y que estas sefiales estan presentes en los sobrenadantes

provenientes de experiencias de supervivencia.
Objetivo

El objetivo de este estudio es comprobar que bajo condiciones de estrés (42C,
oscuridad) V. harveyi entra en el estado VNC asi como estudiar la posible liberaciéon
de compuestos al medio circundante a lo largo de un proceso de superviviencia

que pudieran afectar a la entrada en dicho estado.



MATERIALES Y METODOS

Cepa bacteriana, medios y condiciones de cultivo

La cepa de Vibrio usada en el presente estudio fue V. harveyi CECT525. Se la hizo
crecer en caldo marino (CM) durante 24 h a 282C y con agitacién continua (100
r.p.m). Tras el tiempo de incubacion (fase estacionaria de crecimiento) los cultivos
se centrifugaron (5.200g, 20 minutos, 42C) y las células se lavaron tres veces con
solucion salina estéril (NaCl 1,94% [p/v]). Esa misma solucién salina fue usada
para resuspender la pastilla obtenida. Para estimar la concentraciéon final de
bacterias en la suspension, se usé microscopia de epifluorescencia (Ver apartado
técnicas de enumeracion). Estas suspensiones celulares fueron usadas como

indculos en el presente estudio.

Obtencion de sobrenadantes/Experiencias de supervivencia

Para la obtencién de los sobrenadantes, se llenaron con 500 ml de agua de mar
natural estéril tres matraces Erlenmeyer. El agua de mar fue recogida en Armintza
(Bizkaia), filtrada (filtros de nitrocelulosa de 8; 0,8; 0,45 y 0,22 um de diametro de
poro (Millipore®)) y esterilizada en autoclave (1212C, 15 minutos). Previamente
los matraces Erlenmeyer se lavaron con H2S04 (97% [v/V]), se aclararon con agua
desionizada repetidas veces y se sometieron a 2502C durante 24 horas para
eliminar la materia organica que pudiesen contener. Estos matraces fueron
inoculados con una densidad final de 108 Vibrio/ml y se incubaron a 49C con
agitacion continua (100 r.p.m). En los tiempos 0, 3 y 31 dias se procedio6 a la

recogida de los sobrenadantes.

Recogida y tratamiento de sobrenadantes

El contenido de los matraces fue vertido en tubos de centrifuga y centrifugados dos
veces (5200 g, 20 minutos, 42C). Tras cada centrifugacion se recogié el

sobrenadante y se desecho la pastilla celular.

En un principio la recogida de sobrenadantes se hizo siguiendo el protocolo
descrito por Arana et al, (2004) para Escherichia coli. Los sobrenadantes se
filtraron a través de filtros de 0,22 um de didametro de poro (Millipore®)

empleando una torre de filtrado (Millipore®). Los filtros fueron previamente



tratados en autoclave (1159C, 20 min) y los componentes de metal de la torre
fueron sumergidos en HCI (95% [v/v]) durante 24 h para eliminar cualquier resto
de materia organica y posteriormente aclarados con agua desionizada. De igual
manera, los componentes de plastico fueron sumergidos en HCl (5% [v/V])
durante 1 h y aclarados también con agua desionizada. El matraz kitasato de cristal
fue lavado con H2S04 (97% [v/v]), aclarado con agua desionizada y sometido a
calor (2509C, 24 h).

Para comprobar que se habian eliminado todas las células, se sembraron, mediante
la técnica de microgota, diluciones seriadas de los sobrenadantes obtenidos en
placas de Agar Marino (AM) y Agar Triptona Soja (TSA). Estas placas fueron
incubadas durante 24 h a 289C, periodo tras el cual se procedi6 a la observacién de
las mismas. Pudimos comprobar que este método no fue efectivo, por lo que se

llevé a cabo una puesta a punto del método de filtrado de sobrenadantes.

Se decidié cambiar los filtros de poro 0,22 um por filtros de 0,1 um didmetro de
poro (Millipore®). El procedimiento de limpieza y filtrado fue el mismo que el
descrito anteriormente. El filtrado fue guardado en botellas de cristal previamente
lavadas con H2S04, aclaradas con agua desionizada y tratadas a 250 2C durante 24
horas para eliminar la materia organica. Con el mismo fin los tapones de plastico
de las botellas fueron tratados con HCI 5% durante 1 hora. Tras el periodo de

incubacion de las placas se observo que tampoco se eliminaron todas las células.

Tras la observacidon de las condiciones de filtrado y el analisis de los posibles
puntos de contaminacion de la torre de filtrado, se decidi6 utilizar filtros
Millex®VV de 0,22 pym de diametro de poro y jeringuillas BRAUN Injekt®. Con el
uso de jeringuillas se pretendié minimizar al maximo los riesgos de contaminacion
a la hora de filtrar los sobrenadantes. Los pasos anteriores y posteriores al filtrado
de los sobrenadantes fueron los mismos que los descritos en los casos anteriores.
Tras el periodo de incubaciéon de las placas, se pudo comprobar que se habian
eliminado la totalidad de las células y por lo tanto este fue el procedimiento usado

para el filtrado de los sobrenadantes en este estudio.

Con el fin de obtener dos réplicas de cada punto, se filtraron 200 ml a dos botellas.

Se filtraron 100 ml a otra botella para su futuro andlisis. Una vez filtrado el



sobrenadante, las botellas fueron selladas con parafilm, tapadas con papel de

aluminio para evitar la luz y almacenadas a 42C para su posterior uso (Figura 1).

Experiencias de supervivencia con sobrenadantes

Los sobrenadantes recogidos de las experiencias de supervivencia tras 0, 3 y 31
dias bajo condiciones de estrés (42C) fueron usados como soporte para los nuevos

experimentos de supervivencia (Figura 1).

Los sobrenadantes contenidos en las botellas almacenadas a 4°C fueron vertidos
en matraces tratados con H2S04 (97% [v v]), aclarados con agua desionizada y

sometidos a 2502C durante 24 horas para eliminar la materia organica.

En cada matraz se inocularon aproximadamente 108 cel/ml (densidad final) de
V. harveyi en fase estacionaria y se incubaron con agitacién continua (100 r.p.m) a
4°C. Se realizaron dos réplicas de las experiencias de supervivencia y diariamente
se recogieron muestras donde se llevo a cabo la enumeraciéon de células totales
(Total Direct Count, TDC/ml), viables (MEMB+/ml) y cultivables (UFC/ml) (Ver

apartado técnicas de enumeracién).

Técnicas de enumeracion

Para la cuantificacion del nimero de bacterias totales se siguié el protocolo
descrito por Hobbie et al.,, (1977), usando naranja de acridina y microscopia de
fluorescencia. El ndmero de células viables fue determinado con la ayuda del Kit
Live/Dead®BacLight™ siguiendo el protocolo descrito por Joux et al, (1997).
Utilizando este kit de acuerdo con las instrucciones del productor podemos
diferenciar aquellas células con la membrana citoplasmatica intacta de aquellas
con la membrana dafiada. La cuantificaciéon de las células cultivables se estiméd
mediante la siembra por microgota en placa, en Agar Marino (AM) y en Agar-
Triptona-Soja (TSA). Tras la siembra las placas fueron incubadas durante 24 h a

28°C para su posterior recuento.



Agua de mar tratada

Curva de supervivencia fﬂx J—L xrlx
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Figura 1. Esquema de obtencién y uso de sobrenadantes.



RESULTADOS

Obtencion de sobrenadantes. Revision del método.

Tras el filtrado de los sobrenadantes, con cada una de las técnicas explicadas en el
apartado de materiales y métodos, y su posterior siembra en placas de TSA y AM se

obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 1.

Tabla 1. UFC/ml obtenidas tras la siembra en placa de los sobrenadantes filtrados por los

distintos métodos.

Tamaiio de poro del filtro

B . ., 0,22 pm diametro de 0,1 pm diametro de
Método de filtracion
poro poro
Torre de filtrado 106 UFC/ml 106 UFC/ml
Jeringuilla <3,3 UFC/ml <3,3 UFC/ml

Usando la torre de filtrado, con indiferencia del didmetro de poro del filtro
utilizado, no se consiguié eliminar la totalidad de las células presentes en el
sobrenadante, obteniéndose unos valores alrededor de 10 UFC/ml con ambos
filtros (0,22 pm y 0,1 um de diametro de poro). Esto significa que aunque con este
método se eliminaron 99% de las células, en el sobrenadante filtrado atin quedaba
una fraccion de células que podria influir en los resultados de nuestras

experiencias de supervivencia.

Con el uso de la jeringuilla las UFC/ml obtenidas en las placas, estaban por debajo
del limite de deteccion; por lo tanto nuestro sobrenadante estaba filtrado
correctamente y no contenia células que pudieran influir en las experiencias de
supervivencia. Cabe destacar, que con ambos filtros (0,22 um y 0,1 um de diametro

de poro) se consiguio un filtrado correcto.
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Aunque en un principio se pudiera pensar que era el tamafio del poro del filtro lo
que pudiese estar impidiendo el correcto filtrado de los sobrenadantes, con los
resultados obtenidos con la jeringuilla se puede comprobar que no. Por lo tanto
estamos ante una contaminacién del filtrado debido a posibles puntos de
contaminacion existentes en la torre de filtrado, tal y como se muestra en la

FiguraZ.

Figura 2. Torre se filtrado utilizada para el filtrado de sobrenadantes de V.harveyi. Las

flechas indican los posibles puntos de contaminacidén del filtrado.

Supervivencia de V. harveyi en agua de mar a 4°C

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3. En las experiencias de

supervivencia en agua de mar (4°C), tanto las células totales como las viables se

12



mantuvieron constantes a lo largo del estudio. En cambio, el nimero de células

cultivables experiment6 un descenso, siendo mas acusado a partir del dia 9.

V. harveyi 4°C

Log n° cel/ml
(@)

3 I I I I I I 1
0 3 6 9 12 15 18 21

Tiempo (dias)

Figura 3. Variacion de la densidad de V. harveyi a lo largo de la permanencia en agua de mar a 4°C.
® n? total de células /TDC/ml); © n? de células viables (MEMB+/ml); N2 de células cultivables

(UFC/ml): m AM; = TSA.

Supervivencia con sobrenadantes incubados a 4°C

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4. En las experiencias de
supervivencia realizadas con los sobrenadantes obtenidos de los dias 0, 3 y 31 dias
(4°C), las poblaciones inoculadas mostraron un mantenimiento en el nimero de
células totales y viables. Sin embargo, el nimero de células cultivables, tanto en
AM como en TSA, disminuy6 a lo largo del tiempo. Durante los primeros dias este
descenso fue paulatino en los tres casos. Se produjo un descenso brusco en la
cultivabilidad el dia 9 en las experiencias de supervivencia realizadas con
sobrenadantes obtenidos en fases tempranas de estudio (0 y 3 dias) y el dia 12 en
el caso de las realizadas con el sobrenadante obtenido en fases mas avanzadas (dia
31). Este descenso continu6 hasta estabilizarse en unos valores cercanos a 10°

células/ml.

De manera mas acusada que durante la supervivencia en agua de mar, en los tres

casos la pérdida de la cultivabilidad en el medio TSA fue mayor que en el medio

13



AM. Aun asi, cabe destacar que en las tres experiencias de supervivencia con
sobrenadantes, la fraccion de células cultivables en ambos medios fue mayor que

en las experiencias realizadas directamente en agua de mar.
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Figura 4. Variacion de la densidad de V. harveyi a lo largo de la permanencia en sobrenadantes a
4°C. a) En sobrenadantes recogidos en el tiempo 0 dias. b) Recogidos a los 3 dias. c) Recogidos a
los 31 dias. e n? total de células /TDC/ml); » n? de células viables (MEMB+/ml); N¢ de células
cultivables (UFC/ml): m AM; = TSA.
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DISCUSION

Los resultados presentados en la tabla 1 muestran que el método de filtrado de
sobrenadantes propuesto por Arana et al, (2004) para E. coli no resulta un método

adecuado para el filtrado de sobrenadantes en V. harveyi.

Esto podria deberse al tamafio de las células, ya que E. coli posee un tamaio mayor
que las células de V. haveyi. Pero el hecho de que con el uso de la jeringuilla y los
filtros Millex®VV se consiguiera eliminar la totalidad de las células del
sobrenadante, con ambos tamafios de didmetro de poro, indica que no se trata de
un problema de tamafio celular. De hecho, estudios anteriores (Cafiigral, 2011)
indican que el tamafio de las células de Vibrio oscila entre 1,4 y 2,6 um de largo, y
por lo tanto poseen un tamafo suficientemente grande como para no pasar a

través del filtro.

Para asegurarnos de que no era un problema de tamafio, se procedi6 a realizar un
andlisis de imagen digital (Bgjrnsen, 1986) y asi se pudo comprobar que
efectivamente, las células de V. harveyi poseen un tamafio mayor que el didmetro

de poro de los filtros (Resultados no mostrados).

Todo ello indica que el problema de filtrado de los sobrenadantes reside en el
material usado para el filtrado con kitasatos y torre de filtrado. Con este método,
son muchos los materiales que hay que esterilizar para su uso (como se indica en
el apartado de materiales y métodos) y que son susceptibles de facil
contaminacion. En cambio, con el uso de la jeringuilla los riesgos de contaminacién
son reducidos al minimo al estar todo el material perfectamente esterilizado en sus
envases originales. No se ha llegado a comprobar, pero la contaminacién con el uso
de torre de filtrado podria deberse también a una excesiva presién que ejerce la
bomba, y que podria causar micro roturas en los filtros, a través de las cuales

pasarian células al sobrenadante.

Otro hecho a destacar es que, en ciertas especies de Vibrio se ha observado que
tras la entrada en el estado VNC, la presencia de una subpoblacion de células
cultivables puede ser la responsable de la “resucitacién” de la poblacién inicial

debido a la capacidad de crecimiento de esta subpoblacién ( Bogosian et al,, 2000).
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Sin embargo, estudios con E. coli han demostrado que estas bacterias no poseen
dicha cualidad (Arana et al, 2007). Esto nos lleva a pensar que, al igual que ocurre
con V. harveyi, quiza las células de E. coli también sean capaces de atravesar el
filtro cuando se usa la torre de filtrado, pero que su incapacidad de resucitar del

estado VNC, enmascare un posible error en el filtrado.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la supervivencia de
V. harveyi, en agua de mar se ve afectada por la baja temperatura y que este efecto
queda reflejado en la pérdida de cultivabilidad. Nuestros resultados coinciden asi
con los obtenidos por diversos grupos que estudian la supevivenvia de Vibrio spp.
en los sistemas acuaticos naturales (Magarifios et al, 1997; Mizunoe et al, 2000;

Armada et al., 2003).

Sin embargo, nuestros resultados difieren de los obtenidos para E. coli, ya que las
bajas temperaturas permiten a esta bacteria una prolongada supervivencia tanto
en solucidn salina como en agua de rio (Arana et al,, 2007). Estas diferencias entre
E. coli y Vibrio spp. ya han sido estudiadas por Arana et, al (2010) quienes
sostienen que estas se deben al caracter psicrofilo/psicrotrofo de las bacterias
como Vibrio, que sobrevivien mejor a temperaturas intermedias (15-20°C)
mientras que las bacterias mesofilas, como E. coli, experimentan una ralentizacién
de su metabolismo a bajas temperaturas lo que permite su permanencia bajo dicho

estrés.

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la permanencia de V. harveyi en agua
de mar a bajas temperaturas induce la entrada en el estado VNC y que durante
este estado, las células contintian siendo viables aunque hayan perdido su

cultivabilidad.

Por otra parte, cuando se utilizaron sobrenandantes de las experiencias de
supervivencia a 4°C como soportes de incubacidn, los resultados variaron con el
tipo de sobrenadante utilizado (tiempo de recogida). Los sobrenadantes obtenidos
en fases tempranas de estudio no modificaron el patrén de supervivencia obtenido
en agua de mar. Sin embargo, las experiencias realizadas con sobrenadantes de
tempos de incubacidén largos (31 dias) retrasaron la pérdida de cultivabilidad de

las poblaciones inoculadas. Estos resultados sugieren que V. harveyi bajo
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condiciones ambientales adversas (4°C) podria liberar al medio un compuesto que

favoreceria la supervivencia.

Algo parecido ocurre en estudios llevados a cabo en E. coli por Arana et al, (2004).
En su caso se producia liberacién de compuestos durante toda la exposicidn al
estrés y no solo en fases tardias como ocurre con V. harveyi. Ademas el analisis de
los sobrenadantes reflejé que las sustancias liberadas al medio eran nutrientes los

cuales actuarian manteniendo el equilibrio osmético ante condiciones adversas.

Por otra parte, la enumeracion de V. harveyi en medio AM rindi6 valores
significativamente superiores respecto a los obtenidos en el medio TSA. V. harveyi
es un microorganismo oligotrofo y haléfilo y estas diferencias podrian atribuirse al
exceso de nutrientes y/o menor concentracién de sales del medio TSA respecto al

medio AM (Leyton y Riquelme, 2008).

CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos, la respuesta natural que adopta V. harveyi ante
condiciones ambientales adversas (disminucién de la temperatura) es su entrada
en el estado VNC, representando una posible estrategia de supervivencia para

bacterias acuaticas.

Ademas de su entrada en el estado VNC, los resultados obtenidos en este estudio
parecen indicar que bajo condiciones ambientales adversas (4°C) V. haveyi
liberaria al medio sustancias que en fases tardias de estudio, prolongan la

cultivabilidad y retrasan el paso de estado cultivable a estado VNC.

En estudios posteriores seria interesante el analisis y caracterizacion de los
sobrenadantes de V. harveyi reservados, con el fin de conocer la naturaleza e

influencia de los compuestos liberados al medio.

En cuanto al filtrado de los sobrenadantes, para la comprobacién de la liberacién
de compuestos al medio circundante, mediante este estudio se ha propuesto y

descrito una metodologia adecuada a las caracteristicas de V. harveyi.
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