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Introduzione
Halobacteriovorax comprende batteri predatori che attaccano vibrioni ed altri 
microrganismi gram-negativi nell'ambiente marino (Koval et al., 2015) (Figura 1). 
Recenti studi riportano che gli Halobacteriovorax sono in grado di ridurre 
significativamente il livello di Vibrio parahaemolyticus ed altri vibrioni patogeni  in 
acqua di mare a scala di laboratorio (Richards et al. 2012, 2016; Williams et al. 2015). In 
Italia, la contaminazione dei bivalvi da vibrioni patogeni è un problema crescente negli 
ultimi decenni: V. parahaemolyticus, Vibrio cholerae non-O1 / O139 sono stati isolati da 
acqua di mare e da Mytilus galloprovincialis. Inoltre, negli ultimi anni sono stati 
segnalati infezioni umane da V. parahaemolyticus e da V. cholerae, non-O1 / O139 con 
cozze o acqua di mare dell'Adriatico come fonte di infezione (Masini et al., 2007; 
Ottaviani et al.2010 , 2013, 2018a). In questo lavoro abbiamo studiato l'abbondanza e 
la diversità molecolare dei ceppi di Halobacteriovorax specifici per V. parahaemolyticus 
isolati dall'acqua di mare in Adriatico (Italia). Dagli stessi campioni, sono stati anche 
valutati i livelli di V.parahaemolyticus e dei vibrioni totali ed è stata studiata la 
relazione tra le abbondanze predatore / preda. Infine, è stata testata l'efficienza del 
predatore verso ceppi tossigeni di V. parahaemolyticus e V.cholerae non-O1 / O139 di 
origine clinica ed ambientale.
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Materiali e metodi
Il campionamento veniva eseguito due volte alla settimana da un banco naturale di 
cozze in  Adriatico centrale nel 2018. La temperatura e la salinità dell'acqua venivano 
registrate al momento del campionamento. La salinità rimaneva stabilmente compresa 
tra 38 e 39 ppt. Il ceppo V.parahaemolyticus NCTC 10885 è stato utilizzato come preda 
primaria per l'isolamento di Halobacteriovorax dall'acqua di mare. Halobacteriovorax, è 
stato ricercato e numerato mediante il saggio di placca (Ottaviani et al., 2018b) (Figura 
2). L'identificazione molecolare è stata eseguita mediante rilevazione PCR di un 
frammento del gene 16S rRNA della famiglia Halobacteriovoraceae (Ottaviani et al., 
2018). Per l'analisi di sequenziamento, sono stati elaborati prodotti PCR di 700 bp e sono 
state generate sequenze che venivano confrontate ai filotipi e cloni presenti in Gen-
Bank (Pineiro et al., 2007; Ottaviani et al., 2018 b). I livelli di Vibrio venivano rilevati da 
100 ml di acqua filtrata su una membrana a pori di 0,45 mm e ponendo  il filtro in agar 
TCBS (Masini et al., 2007). Le colonie presunte di Vibrio sp totale e V.parahaemolyticus 
sono state confermate con metodi standardizzati (Ottaviani et al., 2003; ISO / TS 21872–
1: 2017). L'efficienza predatoria nei confronti di ceppi tossigeni di V.parahaemolyticus e 
V.cholerae non O1/O139 è stata testata monitorando la capacità di Halobacteriovorax a 
formare aloni litici su una coltura di preda mediante un test di placca (Ottaviani et al ., 
2018 b) (Figura 2,3). Ogni analisi è stata ripetuta 3 volte e ciascuna conta effettuata in 
duplicato (n = 6). I risultati delle analisi microbiologiche sono stati riportati come valori 
medi (log trasformati) ± la deviazione standard. I dati sono stati correlati con il 
coefficiente di correlazione di Spearman ed i valori pi <0,05 sono stati considerati 
significativi.

Figura  4. Andamento temporale di Halobacteriovorax  (A) V.parahaemolyticus e vibrioni totali (B) in rapporto alla 
temperatura dell’acqua di mare 

Figura 2. Placche di lisi di Halobacteriovorax verso 
un ceppo preda di  V.parahaemolyticus 

Ceppi preda Fonte ed anno di 
isolamento

1.V.parahaemolyticus
tdh+**; ;trh -*** ; toxRS + (ceppo pandemico)

feci, 2007

2.V.parahaemolyticus  
tdh-;trh+; toxRS-

feci, 2009

3.V.parahaemolyticus
tdh-/trh+;toxRS- 

acqua di mare, 2011

4.V.parahaemolyticus
  tdh+/trh-;toxRS-

cozze, 2014

5.V.parahaemolyticus
tdh-;trh-; toxRS-

cozze, 2015

6.V.parahaemolyticus 
tdh-;trh+; toxRS

cozze, 2016

7. Non O1/O139 V.cholerae
hlyAClass-; hlyET+;ctxA-;tcpAClass+; tcpAET-; stn/sto-

tessuto sottocutaneo, 2009

8. Non O1/O139 V.cholerae
hlyAClass-; hlyET+;ctxA-;tcpAClass-; tcpAET-; stn/sto+

acqua di mare,  2011

9. Non O1/O139 V.cholerae
hlyAClass-; hlyET+;ctxA-;tcpAClass-; tcpAET-; stn/sto-

tessuto sottocutaneo, 2012

10. Non O1/O139 V.cholerae
hlyAClass-; hlyET+;ctxA-;tcpAClass -; tcpAET-; stn/sto-

feci, 2012

11. Non O1/O139 V.cholerae
hlyAClass-; hlyET+;ctxA-;tcpAClass-; tcpAET-; stn/sto-

cozze, 2014

12. V.parahaemolyticus 
NCTC 10885

13. V.cholerae non O1/O139 
NCTC 4711

Figura 3. Ceppi preda di V.parahaemolyticus e V.cholerae   
testati con  gli  isolati     di Halobacteriovorax

Risultati e discussione
Dei 25 campioni di acqua di mare analizzati, 20 (83%) sono risultati positivi per la presenza di 
Halobacteriovorax predatore di V.parahaemolyticus, con conteggi che vanno da 4 a 1,4 x 103 
PFU per 7,5 ml. Sorprendentemente, non è stata trovata alcuna relazione significativa tra i 
livelli di Halobatteriovorax e la temperatura dell'acqua di mare. I livelli più alti infatti sono stati 
rilevati a Gennaio ed Aprile quando la temperatura dell'acqua era di 10°C. Questo trend 
stagionale di Halobacteriovorax in Adriatico non è coerente con un precedente studio 
condotto nell'Oceano Atlantico e nell'Oceano Pacifico, dove i livelli naturali di erano inferiori ai 
nostri e si concentravano principalmente nei mesi più caldi dell'anno (Richards et al., 2013) I 
nostri dati suggeriscono che ceppi di Halobacteriovorax psicrofili predominano nell'area 
marina studiata. Tredici campioni (52%) sono risultati positivi per V.paraemolyticus con 
conteggi compresi tra 1,0 x 102 e 1,7 x 104 CFU per 100 ml, mentre 17 (68%) per Vibrio totali 
con conteggi compresi tra 2,0 x 102 e 1,1 x 105 CFU per 100 ml (Figura 4). Non è stata trovata 
alcuna relazione significativa tra i livelli di Halobatteriovorax e Vibrio. Non sono noti i 
meccanismi che regolano la specificità d’'ospite di Halobacteriovorax all'interno di una 
complessa comunità batterica. Halobacteriovorax può colpire un organismo piuttosto che un 
altro e la misura in cui ciò si verifica rimane da comprendere. Inoltre, l'abbondanza di 
Halobacteriovorax e Vibrio può essere soggetta al controllo da parte di batteriofagi, altri 
predatori, condizioni ambientali, livelli di nutrienti, effetti di microbi concorrenti e sviluppo 
della resistenza dell'ospite. Infine, un'ulteriore possibile spiegazione di questa mancata 
correlazione dei livelli preda/predatore potrebbe essere collegata alla diversa velocità della 
replicazione di Halobacteriovorax e Vibrio, che impedisce la massima efficienza di 
competizione tra di loro. L'analisi delle sequenze rRNA 16S ha rivelato che due isolati di 
Halobacteriovorax da 2 campioni raccolti a Marzo in 2 diverse settimane hanno mostrato 
un'affinità del 100% tra di loro. Inoltre, questi due ceppi hanno mostrato un'affinità del 100% 
con il ceppo HBXCO1 isolato nella stessa area marina nel 2016 (numero di accesso Gene-Bank 
MG 770616) e il ceppo M3S4-F, isolato dall'acqua Oceanica della baia di Chesapeake (numero 
di accesso GenBank JN934563). Un altro ceppo di Halobacteriovorax isolato a Maggio ha 
mostrato un'affinità del 99% con il ceppo Hawaii isolato dall'acqua oceanica delle Hawaii 
(numero di accesso GenBank DQ631787). Tutti gli isolati di Halobacteriovorax hanno mostrato 
efficienza predatoria nei confronti della maggio parte dei ceppi tossigeni di Vibrio testati 
direttamente o indirettamente collegati al mare Adriatico. 
Le placche di lisi diventavano visibili dopo 72 ore e poi le loro dimensioni si espandevano nel 
tempo, raggiungendo il massimo dopo 5 giorni di incubazione a 26°C. Alla fine 
dell'incubazione, il diametro delle placche di lisi era simile a quello della preda primaria, 
compreso tra 7 e 9 mm di diametro. In conclusione, Halobacteriovorax indigeni predatori di 
V.parahaemolyticus sono presenti nell'acqua di mare dell'Adriatico centrale dove, 
probabilmente, svolgono un ruolo fisiologico, come modulatori naturali. Sono necessarie 
ulteriori ricerche per comprendere meglio i meccanismi attraverso i quali Halobacteriovorax 
riesca a modulare V.parahaemolyticus e altri vibrioni in un ecosistema marino complesso e 
l'effetto complessivo che esercitano sulla struttura delle comunità microbiche.

Figura 1. Halobacteriovorax 
isolato  da acqua di mare:
(A) libero nella fase di attacco
della preda (x 13.000); 
(B) durante la replicazione
all'interno del bdelloplasto
(x10.000);
(C) durante la lisi della preda e il
rilascio di progenie (x 8.000).
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