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Abstract

Vibrio harveyi, an emerging pathogen, is increasingly affecting the aquaculture industry by causing severe
outbreaks of vibriosis in various species of fish and invertebrates. This study links the heightened virulence
of V. harveyi to rising seawater temperatures, a direct result of global warming. Additionally, we
hypothesize that the virulence of this pathogen is not solely temperature-dependent but also influenced by
seawater salinity. To test this hypothesis, we conducted in vivo, ex vivo, and in vitro assays using the
European sea bass (Dicentrarchus labrax) as a model organism. Our results confirm that the virulence of
V. harveyi is greater at a temperature of 28°C and salinities between 2-3 %. Thus, this pathogen is
exceptionally well-suited to thrive and cause disease under conditions of warm temperatures and lower-
than-average salinity, a concerning development in the context of its wide host range and the progressing
climate change.

Resumen

Vibrio harveyi, un patégeno emergente, esta afectando cada vez mas a la industria acuicola al provocar
graves brotes de vibriosis en diversas especies de peces e invertebrados. Este estudio vincula el aumento
de la virulencia de V. harveyi con el incremento de las temperaturas del agua de mar, un resultado directo
del calentamiento global. Ademas, hipotetizamos que la virulencia de este patdgeno no depende unicamente
de la temperatura, sino que también esta influenciada por la salinidad del agua de mar. Para probar esta
hipétesis, realizamos ensayos in vivo, ex vivo € in vitro utilizando la lubina europea (Dicentrarchus labrax)
como organismo modelo. Nuestros resultados confirman que la virulencia de V. harveyi es mayor a una
temperatura de 28°C y salinidades entre el 2-3 %. Por lo tanto, este patdgeno esta excepcionalmente bien
adaptado para prosperar y causar enfermedades en condiciones de temperaturas calidas y salinidades
inferiores a la media, un aspecto preocupante en el contexto de su amplio rango de huéspedes y un cambio
climatico en progreso.

Introduccién

Vibrio harveyi es un patdgeno bacteriano marino que produce pérdidas importantes en acuicultura a escala
global tanto en cultivos de peces como de invertebrados (Zhang ef al., 2018; Amaro et al., 2020). Estas
pérdidas, ademas, parecen estar ligadas al cambio climatico puesto que la virulencia de los brotes es cada
vez mayor (Amaro ef al., 2020). Nuestra hipotesis es que la virulencia de este patdogeno no solo depende
de la temperatura del agua de mar sino también de la salinidad, de manera que el incremento de temperatura
junto con la disminucion de la salinidad que estd causando el cambio climatico crearian unas condiciones
favorables para este patdgeno que serian sumamente preocupantes para la acuicultura marina. Para
demostrar esta hipdtesis, hemos seleccionado una cepa de V. harveyi representativa (C2) y realizado una
bateria de ensayos in vitro (crecimiento y produccion de exoenzimas a distintas temperaturas y salinidades),
ex vivo (resistencia al efecto bactericida del suero) e in vivo usando lubina europea (Dicentrarchus labrax)
infectada por inmersiéon como modelo animal. Los resultados obtenidos confirman la hipdtesis de partida y
demuestran que este patogeno esta especialmente adaptado para causar vibriosis a temperaturas por encima
de 23°C y salinidades por debajo de la media oceanica.

Material y métodos

Crecimiento a diferentes condiciones de temperatura y salinidad: V. harveyi se creci6 en caldo marino a 3
temperaturas (18 °C, 23 °C y 28 °C) durante 24 h y las poblaciones se estimaron mediante recuento de
células viables en placas de agar triptona soja suplementado con 1 % de NaCl (TSA-1). La tolerancia a la
salinidad se determiné mediante crecimiento en caldo Salinity Tolerant Broth (STB) complementado con
distintas concentraciones de NaCl (de 0 a 5 %).




Produccion de exoenzimas. Se extrajo la fraccion cruda de exoenzimas segin Liu (1957) tras crecer la
bacteria a 18 °C, 23 °C y 28 °C y se cuantifico la actividad proteasa y lipasa en placa.

Resistencia a la inmunidad innata en suero. Se obtuvo suero de lubina que se inoculd con 10* células
bacterianas (UFC; unidades formadoras de colonia/mL) y se determino la resistencia mediante el calculo
del porcentaje de supervivencia tras 4 h de incubacion a 18 °C, 23 °Cy 28 °C.

Ensayos de virulencia. Los ejemplares de lubina europea (35 + 5 g) se infectaron por inmersion prolongada
(1 h) con diferentes dosis del patogeno. Tras la infeccion, los animales se mantuvieron en diferentes
condiciones de salinidad y/o temperatura durante 10 dias. Finalmente, se calcul6 la dosis letal media (LDso)
de la cepa inoculada.

Resultados y discusion

Crecimiento a distintas temperaturas. Los resultados revelaron que las temperaturas mas altas promueven
una entrada mas rapida de V. harveyi en la fase logaritmica de crecimiento.

Crecimiento a distintas concentraciones de sal. Se observo crecimiento a partir de una concentracion de
NaCl igual o superior al 0,5 %, lo que demuestra la tolerancia del patdgeno a los cambios de salinidad.
Produccion de exoenzimas. No se visualizaron diferencias en funcion de la temperatura en la capacidad
proteolitica, pero si en la actividad lipolitica con titulos 4 veces superiores a la temperatura mas baja (18°C).
Resistencia a la inmunidad innata. La cepa C2 consiguié proliferar en suero de lubina a las diferentes
temperaturas ensayadas, destacando los valores de porcentaje de supervivencia a las temperaturas mas altas
(1900,01 % a 23 °Cy 13391,30 % a 28 °C), frente al 166,97 % a 18 °C.

Ensayos de virulencia. V. harveyi no fue virulento para lubina mantenida a 18 °C mientras que presento el
grado de virulencia mas alto (LDsy mas baja) a 28 °C (Tabla 1). En cuanto a la influencia de la salinidad, la
bacteria no pudo considerarse virulenta en condiciones de salinidad baja (1 %) mientras que si en
condiciones de salinidad del 2 y 3 % (Tabla 2).

Tabla 1. Resultados de los ensayos de virulencia Tabla 2. Resultados de los ensayos de
en lubina a diferentes temperaturas. virulencia en lubina a diferentes salinidades.
Temperatura del agua DLso! Salinidad del agua! DLso?
18 °C >2,0x 107 1% >2,0x 107
23°C 1,0 x 10° 2% 1,1 x 106
28 °C 2,7x10° 3% 1,2x10°
'Dosis letal 50 % mortalidad. 'Temperatura del agua: 23 °C. *Dosis letal 50 % mortalidad

En conclusidn, estos resultados confirman las hipotesis de partida y sugieren que V. harveyi esta adaptado
para prosperar y causar enfermedades en condiciones de temperaturas calidas y salinidades inferiores a la
media, un aspecto preocupante en el contexto de su amplio rango de huéspedes y el cambio climatico en
progreso.
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