Necrosis bacilar en larvas de ostras Crassostrea gigas. Reporte de caso

Bacillary necrosis in oyster larvae Crassostrea gigas.
Case report
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RESUMEN

La presencia de bacterias del género Vibrio spp., en los sistemas de produccién de moluscos bivalvos, es un
factor de riesgo considerable en la produccion de los mismos, este documento, presenta el procedimiento y los
resultados obtenidos en un bioensayo realizado con larvas de ostra del Pacifico Crassostrea gigas desafiadas
con una cepa patogénica de Vibrio alginolyticus, aislada a partir de una muestra de larvas D muertas. Se describe
la evolucion del cuadro clinico lesional durante las primeras 24 horas y los resultados de los analisis
bacterioldgicos. La mortalidad de los grupos desafiados super6 el 90%. Los recuentos bacterianos finales
superaron los 2,7x10* ufc/ml. Las cepas recuperadas de los organismos muertos fueron similares en morfologia
a las utilizadas en el indculo infeccioso, permitiendo establecer la causalidad de esta cepa con las mortalidades
observadas en un tanque de produccidn.

Palabras clave. Moluscos bivalvos, mortalidades, Vibrio alginolyticus, patogenicidad, causalidad.

ABSTRACT

The presence of bacteria of the genus Vibrio spp., in bivalve mollusk production systems, is a considerable risk
factor in their production. This document presents the procedure and the results obtained in a bioassay carried
out with oyster larvae. Pacific Crassostrea gigas challenged with a pathogenic strain of Vibrio alginolyticus,
isolated from a sample of dead D larvae. The evolution of the clinical and injury condition during the first 24
hours and the results of the bacteriological analyzes are described. The mortality of the challenged groups
exceeded 90%. The final bacterial counts exceeded 2.7x10* cfu/ml. The strains recovered from the dead
organisms were similar in morphology to those used in the infectious inoculum. Allowing to establish the
causality of this strain with the mortalities observed in a production tank.

Keywords. Bivalve molluscs, mortalities, Vibrio alginolyticus, pathogenicity, causality.
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INTRODUCCION

La actividad acuicola mundial ha experimentado un rapido incremento durante las Ultimas décadas,
convirtiéndose en una importante fuente de alimentos de alta calidad, a la vez que ha dado lugar a la generacién
de una creciente cantidad de empleos, tanto directos como indirectos. Dentro de esta actividad, los aportes de
la acuicultura han alcanzado y superando a las producciones obtenidas a partir de las capturas naturales, las
cuales se encuentran practicamente estancadas y en algunos casos, sobreexplotadas y decreciendo (FAO, 2020).

Actualmente, las producciones generadas por la acuicultura, se componen tanto de organismos dulceacuicolas
como marinos, incluyendo a diferentes peces, crustaceos, moluscos, algas, mamiferos, reptiles y en menor
proporcidn a otras especies. Durante el 2018, segun los datos brindados por el Informe del Estado mundial de
la pesca y la acuicultura, el cultivo de organismos acuaticos gener6 51,3 millones de toneladas de productos.
Siendo la produccion de moluscos, la segunda en importancia (fig. 1), sumando un total de 17,7 millones de
toneladas, con un valor de 34 600 millones de USD (FAOQ, 2020).

El cultivo y produccion de moluscos, depende en gran medida de las semillas producidas en laboratorios
especializados. La obtencidon de estas semillas abarca diversas estrategias, que incluyen manejo de los
parametros fisico quimicos en laboratorios; mientras que la cosecha y comercializacion exigen protocolos que
garanticen una buena calidad e inocuidad de los productos (Céceres y Vasquez, 2014; Varela y Alfaro-Mora,
2020).

Total de produccion de moluscos (Miles de TM)
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Fig. 1. Comportamiento creciente de los aportes de produccién por los moluscos. Adaptado de
FAO (2020)

En estos laboratorios de produccion de semillas de moluscos, es indispensable realizar monitoreos sanitarios
durante sus diferentes etapas de produccion, estableciendo sistemas de deteccion temprana que permitan evitar
los potenciales eventos infecciosos (Figueras y Novoa, 2011; Caceres y Vasquez, 2014). La realizacion de un
control efectivo de deteccion de patdgenos requiere de la supervision constante de las instalaciones y los
organismos en cultivo, asi como de la implementacién de estrategias preventivas y, por ultimo, llevar a cabo
diagnosticos efectivos y confiables (Céceres y Véasquez, 2014).

En estos establecimientos, las infecciones por diversas especies de bacterias han sido documentadas.
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Presentando mayor impacto durante los estadios larvales y juveniles tempranos (Lodeiros et al., 1987; Romalde
y Figueras, 2011; Dubert et al., 2016), observandose una razonable tolerancia en organismos adultos (Tubiash
et al. 1965), los cuales, sin embargo pueden actuar como reservorios del patégeno, siendo un factor de riesgo
para las larvas y juveniles (Figueras y Novoa, 2011).

Tipicamente, entre las principales causas de mortalidades en moluscos, se han reportado a agentes infecciosos
como virus, bacterias, hongos, protozoos y metazoos; asi como condiciones ambientales particularmente
adversas. En el caso de México, los principales agentes reportados son de tipo viral y parasitaria, con escasos
reportes de eventos infecciosos bacterianos (Céaceres y Vasquez, 2013).

A pesar de que multiples especies bacterianas han sido descritas, incluyendo a géneros como Mycobacterium
(Carella et al., 2019), Pseudomonas (Lodeiros et al., 1992), Nocardia (Friedman y Hedrick, 1991) y
Roseovarium (Romalde y Figueras, 2011), las infecciones reportadas por Vibrio sp., son la principal causa de
mortalidad, afectando, sobre todo, a los laboratorios de produccidn en estadios iniciales de desarrollo (Elston
et al., 2008; Prado et al., 2014; Dubert et al., 2016).

Para este género, se han identificado a diferentes especies asociadas a mortalidades importantes, incluyendo a
Vibrio tubiashii, V. anguillarum, V. alginolyticus; V. neptunius, V. pectenicida y V. splendidus. (Tubiash et al.,
1965; Jeffries, 1982; Lodeiros et al., 1987; Elston et al., 2008; Prado et al., 2014). Recibiendo el nombre de
“Necrosis bacilar”, la cual puede comprometer severamente las sobrevivencias en las etapas larvarias del
cultivo (Tubiash et al., 1965).

El presente trabajo, presenta los resultados de un bioensayo realizado con el fin de aislar, identificar y establecer
un posible tratamiento de un brote de necrosis bacilar, para larvas de la ostra japonesa Crassostrea gigas, en un
laboratorio de Sinaloa, México.

ANTECEDENTES

Durante el afio 2021 se presentaron mortalidades puntuales y atipicas en un tanque larvario de C. gigas. Las
larvas se encontraban contenidas en tanques de 20 000 L, llenados con agua marina, sometida secuencialmente
a procesos de filtrado con arena, sedimentacion, filtrado multimedia, cartuchos de 5um y 1 pum, para pasar
finalmente por tratamientos ultravioleta. Estos tanques recibieron recambios de agua del 100% de su volumen
cada 48 h.

Los lotes de larvas fueron alimentados diariamente, utilizando microalgas de la especie Pavlova lutheri y los
tanques recibieron aireacion constante. Durante el inicio del evento infeccioso, se observaron acumulaciones
de larvas en el fondo del tanque, formando manchas marrones o rojizas, fendmeno denominado “spotting”. Se
realizaron observaciones microscopicas en larvas moribundas o muertas, las cuales presentaban una alta
concentracion de bacterias métiles.

En los anélisis bacteriolégicos realizados en agar TCBS, selectivo diferencial para Vibrio spp. Se aislaron cepas
Gram negativas, sucrosa positivas, con recuentos de 4,2 x 10° ufc/gr de larva, pero sin presentar conteos
elevados en las muestras de la columna de agua de los mismos tanques, con recuentos del,1 x 10% ufc/ml para
el mismo medio de cultivo.

Estas observaciones y resultados, por si mismos, son insuficientes para establecer si la presencia bacterial se
dio como consecuencia de colonizaciones de animales muertos, o si, por el contrario, se tratd de mortalidades
ocasionadas por una infeccién activa.

Por lo anterior, se realiz6 un bioensayo, cuyo objetivo fue establecer la posible patogenicidad de la cepa
bacteriana aislada.
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MATERIALES Y METODOS

LARVAS

Se utilizaron larvas de C. gigas provenientes de un tanque en el cual no se detectaron mortalidades o
comportamientos anémalos, obtenidas de un desove realizado 24 horas antes, con una densidad inicial de 14
larvas/ml. De las cuales, aproximadamente el 90% se encontraban en estadio “D” de desarrollo y el restante
10% permanecian aun como trocoforas.

Estos organismos se sometieron a evaluaciones microscopicas, determinando su actividad, morfologia, estadio
y condicion general, siendo todos estos parametros normales. Se realizaron, ademas, analisis bacterioldgicos en
agar TCBS, selectivo-diferencial para Vibrio sp., con el fin de determinar una posible carga bacteriana inicial
y la identificacion de la cepa aislada.

INOCULO BACTERIANO

Se utilizé la cepa C-2021-56, formadora de colonias sucrosa positivas, convexas, de forma regular, pequefias
(diametro = Imm), no bioluminiscentes, recuperadas de muestras de los animales moribundos en el tanque con
mortalidades, aisladas a partir de muestras procesadas en agar TCBS.

Se preservo una muestra para su identificacion bioquimica posterior, la cual se procesé mediante el método API
segln las indicaciones del fabricante. Se realizaron, ademas, pruebas de Tincion de Gram y Pruebas de
sensibilidad a antibioticos por difusion en agar, segun lo descrito en Murray et al., (2013).

DISENO EXPERIMENTAL

Las larvas se distribuyeron equitativamente en tres contenedores de 200ml, para un total aproximado de 2800
larvas por grupo. Estas larvas fueron mantenidas con aireacion y alimentadas con microalgas Pavlova lutheri
en la densidad y frecuencia estandar del laboratorio, en un rango de temperaturas entre 25y 27°C.

Los grupos “A” y “B”, fueron inoculados en el tiempo “0”, con la cepa C-2021-56, a una densidad final
aproximada de 1x10* ufc/ml. Un tercer grupo, denominado “C” fue utilizado como grupo control, sometiéndolo
a las mismas condiciones, pero “inoculadas” con solucién salina estéril.

Se realizaron revisiones con un microscopio Labomed CxL, cada tres horas durante las primeras doce horas,
con el fin de detectar cambios en el comportamiento, mortalidad o presencia bacterial en los animales,
registrando todos los hallazgos. Las larvas se observaron en cdmaras de Sedgewick Rafter para evitar dafios o
mortalidad por aplastamiento con el cubreobjetos.

Se realizaron andlisis bacterioldgicos en el agua pre inoculacion (tiempo 0) y a las 24 horas post infeccion (hpi),
utilizando para ello, al agar selectivo diferencial TCBS. Ademas, se realizaron analisis de sensibilidad a
antibidticos, mediante antibiogramas en agar Mueller-Hinton, incubando en ambos casos por 24 horas a 35°C.

31
Repertorio Cientifico. ISSN 2215-5651. Vol. 25, N.2 1: Junio 2022: 28-37

%
o}
2
N:
c
9
()
7
9
>
\
<




RESULTADOS
Cepa bacteriana
La cepa obtenida brindé resultados de tincion Gram negativa. Ademas, los resultados de identificacién mediante

el sistema de galerias API indican que se trata de una cepa de Vibrio alginolyticus.

Los resultados bacterioldgicos, obtenidos a partir de las muestras de los tres tratamientos, se presentan en la
tabla 1.

Tabla 1. Resultados bacteriolégicos en muestras de agua (ufc/ml).

Tiempo Grupo A Grupo B Grupo C
hpi
Sucrosa  Sucrosa | Sucrosa Sucrosa | Sucrosa Sucrosa
+ = + B + -
0 1,0 x 10? <10 1.2 x10* <10 1,1 x 10° <10
24 2,8x 10? <10 2% 10" <10 1,1 x 10° 6x 10!

El 100% de las colonias recuperadas en los grupos A y B fueron sucrosa positivas, de pequefias dimensiones y
forma regular. Por su parte, en el grupo control se detectaron colonias sucrosa positivas y negativas. La
morfologia de las colonias también difirié en este grupo, incluyendo colonias pequefias y con forma regular y
colonias medianas, con bordes irregulares. Ninguna colonia presentd bioluminiscencia. Los analisis realizados
sobre la cepa C-2021-56, confirmaron su identidad como Vibrio alginolyticus.

Los resultados de la prueba de sensibilidad a antibioticos, sobre esta cepa, se presentan en la tabla 2:
Tabla 2. Resultados de la Prueba de sensibilidad a antibiéticos

R I S
Oxitetraciclina X
Florfenicol X
Enrofloxacina X

R=resistente; I= intermedio; S= sensible

Observaciones al microscopio:

0 hpi: Las larvas de los tres grupos presentan actividad normal, natacion constante, su desplazamiento
describe trayectorias circulares amplias y el movimiento ciliar es uniforme. Los velos lucen integros, con
actividad contréctil regular. Se observa claramente el movimiento de las estructuras internas, incluyendo el
musculo retractor del velo y el tracto digestivo.

3hpi: Grupos A y B: se observan algunos organismos aletargados, sin reduccidn apreciable de la
actividad de alimentacion, el movimiento ciliar continda sin alteraciones evidentes. El grupo C presenta la
misma actividad que mostré al inicio del ensayo. En todos los grupos permanece una proporcion baja de
trocoforas.

6hpi: Grupos A 'y B: presentan una creciente quiescencia, algunos organismos presentan una anormal
distencion y ataxia del velo (fig. LA) y una reduccion en la actividad natatoria. EI movimiento ciliar continda
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uniforme, excepto en los organismos quiescentes. El grupo C no presenta alteraciones evidentes.

9hpi: Grupos Ay B: ataxia evidente, se observa mortalidad (<10%), con presencia de bacterias motiles
en el exterior de algunos animales moribundos o muertos, en un movimiento semejante a “enjambres” (fig. 1B).
El movimiento de la mayoria de los animales, en caso de estar presente, es rotatorio sobre su propio eje, sin
desplazamientos efectivos. Persisten algunos animales sin cambios conductuales. Estas anomalias estan
ausentes en el grupo C. La presencia de trocéforas es practicamente nula en todos los grupos.

12 hpi: Grupos A y B: mayor mortalidad (20-25%), reduccion de actividad natatoria y alimenticia
notoria, algunos de los animales muertos o moribundos presentan necrosis granular, formando acimulos
esféricos no identificados y presencia interna de bacterias motiles (fig. 1C). Las bacterias en movimientos de
enjambre se observan, pero en menor proporcion que en la revision previa, se observan cantidades variables de
bacterias moétiles dentro de las valvas. El grupo C continua sin alteraciones evidentes.

24 hpi: Grupos Ay B: mortalidades mayores al 90%. En la mayoria de los organismos muertos no es
posible identificar 6rganos o estructuras internas, luciendo como masas uniformes con posible licuefaccion
tisular y decoloracién. En este punto, no se detecta el comportamiento de enjambre de las bacterias, los restos
de organismos muertos presentan una colonizacidn bacteriana interior extremadamente alta (fig. 1D). Aln
permanecen algunos organismos vivos (<10%), con comportamiento aparentemente normal y alimentandose
activamente. El grupo C no presenté anomalias o mortalidades detectadas. Presencia de microalgas P. lutheri
en todos los grupos.

Figura 1. Principales signos observados durante el bioensayo. A. larva quiescente con distencién velar.
B. swarming bacteriano en el exterior de larva (flecha). C. Necrosis de tipo granular en el interior de la
larva. D. licuefaccién de tejidos en larva muerta y acumulacion de bacterias métiles. Sin tincion A, By
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D, 400x. C 300x

DISCUSION:

Luego de un estado inicial normal, se observa una rapida evolucion clinico-lesional hacia un cuadro patol6gico
agudo, caracterizado por cambios conductuales y lesiones progresivas en los organismos inoculados.

Estos organismos redujeron rapidamente su actividad, nadando con menor velocidad y describiendo circulos
cada vez mas reducidos. Reaccion que coincide con el reportado por Tubiash y colaboradores (1965), en
infecciones experimentales en Mercenaria mercenaria, este comportamiento representaria una sefial de alerta
temprana, como primer cambio conductual en estas infecciones.

Progresivamente, los organismos desafiados pierden movilidad por largos periodos de tiempo, para reiniciar el
nado por periodos cortos. En este punto no se observaron bacterias, posiblemente por estar en una cantidad
relativamente baja o por las limitaciones del tipo de analisis realizado, principalmente por las dimensiones de
las bacterias y por procesar muestras sin tinciones o contrastes.

Muchas larvas presentaron una caracteristica distencion del velo, asociada a debilidad, el movimiento ciliar,
fue menos vigoroso que al inicio del ensayo. Esta distencién velar ha sido reportada en otros moluscos ante
infecciones bacterianas (Guillard, 1959; Tubiash et al., 1965). En estos reportes, se mencionan, ademas,
desprendimiento del velo y la aparicion de estrias en el cuerpo (Guillard, 1959; Tubiash et al., 1965; Romalde
y Prado, 2011), lesiones que no fueron observadas en el presente trabajo.

A las 9 hpi, se observoé presencia y actividad bacterial, en un comportamiento similar a enjambres, reportado
previamente como “swarming” por Tubiash et al., (1965), describiéndolo como un signo patognoménico de la
Necrosis bacilar. Durante el presente trabajo, este signo solo se observé en larvas inméviles o en larvas que
giraban sobre su propio eje. No en larvas que continuaban nadando. Lo que sugiere que la quiescencia es
necesaria para que se presente esta condicién. La mortalidad se incrementd progresivamente, en animales que
desarrollaron necrosis granular. En este punto es muy probable que los animales méas débiles mueran y sirvan
como “sustratos” o alimento que aceleren la reproduccion bacteriana.

Durante la etapa final del ensayo, la mortalidad de los organismos desafiados super6 el 90%, en tanto que la
mortalidad del grupo control fue de solo 3%. Los dafios tisulares de los grupos A y B eran muy evidentes,
unidos a una posible degradacién post mortem. El movimiento de enjambre no se observo en esta etapa, aunque
si ha sido descrita en otros trabajos (Guillard, 1959; Tubiash et al., 1965; Brown y Losee, 1978). Es posible que
este comportamiento dependa de la cepa utilizada o se presente Gnicamente en el pico de mayor actividad
bacteriana, disminuyendo paulatinamente, paralelo a la reduccién de hospedadores potenciales que infectar.

La presencia de organismos sin cambios clinico-lesionales a las 24 hpi en los grupos desafiados, podria estar
relacionado con la existencia de larvas en estadio de trocéfora al inicio del desafio. Se debe considerar que en
este estadio los organismos aun no se alimentan, siendo factible suponer que la infeccion estaria relacionada
con esta actividad, siendo, por tanto, la ruta entérica la utilizada por las bacterias para infectar al organismo.
Esta misma ruta fue sugerida por Tubiash para larvas de M. mercenaria, Ostrea edulis, Aequipecten irradians
y Teredo navalis, pero en su caso, se basé en que las Gltimas larvas en morir eran las que presentaban
malformaciones, indicando que posiblemente debido a ello, no se alimentaban (Tubiash et al.,1965). Este
mecanismo de infeccién concuerda con el descrito en otros estudios (Dubert et al., 2016). Sin ser el Unico
propuesto, Elston y Leibovitz (1980), por ejemplo, sugieren el manto, la cavidad viceral, el velo y glandula
digestiva como posibles rutas de ingreso en estudios realizados en Crassostrea virginica.
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La presencia de microalgas durante todo el ensayo, en los tres grupos, indican que el alimento para las larvas
no presentd limitaciones. Por lo que se considera que la inanicion no seria la causa de la reduccion de actividad
y posterior quiescencia. La velocidad en el desarrollo de mortalidades, podria obedecer a la carga bacteriana
utilizada en el desafio, superando al umbral minimo infeccioso (Jeffries, 1982; Romalde y Prado, 2011). Se
plantea esto considerando que las larvas del grupo control no desarrollaron signos patolégicos a pesar de que
también presentaron presencia bacterial. Lo que sugiere que ademas de la presencia bacterial, se requiere que
estas superen el umbral minimo infectivo, o que otro factor actle como detonante, sin los cuales no hay
desarrollo del cuadro infeccioso (Elston et al., 2008).

Sobre la diversidad de las bacterias recuperadas, se observo un predominio fenotipico en las colonias presentes
en los grupos desafiados, siendo exclusivamente colonias sucrosa positivas, pequefias y regulares,
pertenecientes a la especie V. alginolyticus. En tanto que el grupo control presentd diversos tipos de colonias.
Esto implica que ademas de los altos conteos observados en los grupos inoculados, lo que era de esperarse por
el inéculo aplicado, también se present6 un predominio de una especie bacteriana. Lo que sugiere que ademas
de la presencia de bacterias en concentracion suficiente, se requiere que estas predominen para provocar eventos
infecciosos. La presencia bacterial en larvarios es usual y aparentemente inocua, a menos que factores externos,
como las condiciones del agua y los animales lo detonen (Jeffries, 1982; Lodeiros et al., 1987; Elston et al.,
2008; Dubert et al., 2016).

La cantidad y tamafio de los animales usados en el ensayo, no posibilité disponer de muestras suficiente para
su analisis bacterioldgico, optando por usar muestras de agua de superficie y fondo. Los recuentos obtenidos
fueron apenas superiores en las muestras de fondo, lo que podria deberse a la carga inicial inoculada y al
pequefio volumen de agua utilizado. Situacién que contrasta con los tanques larvarios, cuyos volimenes superan
los 20,000L.

Las colonias bacterianas recuperadas en los grupos infectados son similares a las utilizadas en las inoculaciones.
El desarrollo de los signos clinicos y las mortalidades observadas son también congruentes con el caso original
y consistentemente diferente al grupo control, cumpliendo con los postulados de Koch. Estas colonias
presentaron sensibilidad a la Oxitetraciclina y a la Enrofloxacina, en tanto que el florfenicol presenté resultado
intermedio. Esto sugiere que los antibidticos Oxitetraciclina y Enrofloxacina podrian ser utilizados en
tratamientos metafilacticos para eventos futuros. Previa confirmacion de la sensibilidad al farmaco (Figueras y
Novoa, 2011; Murray et al., 2013).

CONCLUSIONES

Basado en los resultados, se concluye que la causa de las mortalidades observadas en el tanque larvario, se
debieron a una infeccion por la cepa C-2021-56 de Vibrio alginolyticus. Desarrollando experimentalmente un
cuadro patolégico de necrosis bacilar dentro de las primeras 24 hpi, con mortalidades superiores al 90%. El
grupo control present6 baja y diversa presencia bacterial, sin desarrollar signos clinico lesionales detectables o
mortalidades. Las bacterias presentes fueron aparentemente inocuas, bajo las condiciones descritas.
Considerando la cronologia del desarrollo del cuadro clinico, es posible que la ruta de infeccion mas probable
seria la entérica, esto basado en las observaciones, segun las cuales, la proporcion afectada inicialmente,
coincide con la presente como larva D, sin afectar aparentemente, a las larvas que se encontraban en estadio de
troctfora al iniciar el ensayo, las cuales dependen adn de sus reservas vitelinas.

El establecimiento de la ruta de ingreso de las bacterias al sistema de produccién, deberé ser investigado en
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trabajos futuros, pero tentativamente, se considera que los alimentos y el bioma de los reproductores se
encuentran entre los posibles factores de riesgo a evaluar.
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