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1. PRODUCCIÓN MUNDIAL DE BIVALVOS

Almeja, Ostra, Mejillón, Vieira, NavajaLos alimentos de origen acuático son una de las fuentes más importantes de 
proteína animal del mundo, representando el 17% de la ingesta de proteína animal 

mundial y el 7% de toda la proteína consumida (APROMAR, 2020). 
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El cultivo de bivalvos ocupa un lugar importante en la producción acuícola
mundial y se encuentra en rápida expansión

Aumentar la producción de manera rentable demanda de mejoras en los
métodos y tecnologías de cultivo

Sin embargo uno de los principales problemas son las infecciones causadas por 
vibrios que ocasionan grandes pérdidas económicas

Esta producción de bivalvos se da mediante la acuicultura

 Mejora su rendimiento
 Produce alimentos con menor impacto ambiental
 Oportunidad económica

http://www.ipacuicultura.com/
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En el 2019 la acuicultura alcanzó una producción de 
17.550.576 t de moluscos (FAO, 2019). 

España es el principal productor de moluscos bivalvos 
en Europa

Casi la totalidad de la producción corresponde al 
mejillón en Galicia 

La producción de bivalvos es un sector significativo en la economía de Galicia

La búsqueda de nuevos conocimientos son necesarios para promover su desarrollo y poder 

implementar la producción de otras especies de bivalvos

http://acuiculturaymiticultura.blogspot.com/
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La acuicultura en América Latina y el Caribe alcanzó en 2017 
una producción de 2,9 millones t.

En América Latina, la producción de moluscos bivalvos fue de 
128500 t, que representa el 4,4 % de la producción acuícultura 

en Latinoamérica y 0,8 % de la producción mundial en 
acuícultura (Wurmann, 2019; Prado et al., 2020). 

En Colombia, la acuicultura representa el 75% de la producción
acuícola total, con 171.026 t en el 2019 (Gutiérrez & Marino, 2020).

Los productos más importantes son:
• Tilapia (Oreochromis sp.)
• Cachama (Colossoma macropomun)
• Trucha (Oncorhynchus mykiss)
• Camarón (Litopenaeus sp.)

Se reportaron dos estudios para establecer cultivo sostenible de
bivalvos (Velasco y Barros, 2008; Velasco, 2013).
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2. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS BIVALVOS

A diferencia de los animales homeotérmicos la 

hemolinfa de los moluscos bivalvos no esta estéril 

por tener un sistema circulatorio abierto

SISTEMA CIRCULATORIO

Su sistema inmune está compuesto por 

células efectoras centrales conocidas 

como hemocitos que fagocitan a las 

bacterias y otros microorganismos

Son animales filtradores que tienden acumular materia orgánica en su interior, y parte 

de los microorganismos acumulados son microbiota residente, la otra se digiere.

INTRODUCCIÓN
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3. ENFERMEDADES EN BIVALVOS

VIRUS BACTERIAS EUCARIOTAS

AVNV, GNV, HIV, 
OVVD, OsHV

Vibrio sp., Pseudomonas sp.
Alteromonas sp.

Perkinsus marinus, Bonamia sp
Haplosporidium sp. Marteilia refringens

Mytilicola intestinalis, M. orientalis

Principal limitación en 
el cultivo de bivalvos 
que puede generar 

pérdidas totales de la 
producción

INTRODUCCIÓN
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4.   VIBRIOS PATÓGENOS DE MOLUSCOS Clado
Splendidus

Clado
Harvey

Clado
Orientalis

Clado
Pectenicida

Clado
Anguillarum

Clado
Coralliilyticus

V. splendidus

V. alginolyticus

V. europaeus

V. bivalvicida

V. tubiashii

V. pectenicida

V. aestuarianus

V. ostreicida

V. coralliilyticus

VIBRIOSIS

• Reducción de la motilidad de las larvas
• Natación errática
• Cierre de las valvas 
• Desprendimiento del velo 

• Swarming bacteriano

Enfermedad bacteriana que
afecta principalmente a larvas
de diferentes especies de
bivalvos en la acuicultura

VIBRIOS 
PATOGENOS DE 

BIVALVOS

INTRODUCCIÓN
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5.   FACTORES DE VIRULENCIA

Se han identificando 
componentes 

flagelares (fla y flg); 
quimiotácticos; y los 
genes del pili tipo IV

V. corallilyticus

Son productos génicos que habilitan a un potencial patógeno para colonizar 
y proliferar en el hospedador, logrando evadir su respuesta inmune 

desencadenando la enfermedad

Motilidad, quimiotaxis y adherencia

Clados Splendidus, Harveyi, 

Orientalis, Pectenicida, 

Anguillarum y Coralliilyticus

Compuestos de naturaleza 
peptídica y bajo peso molecular 

que actúan como agentes 
solubilizadores de hierro

Sideróforos

V. splendidus,    
V. aestuarianus,                        

V. tubiashii y     
V. coralliilyticus

Metaloproteasas

Vibriolisina Colagenasa

Proteínas extracelulares que 
producen daños en las estructuras 

de los tejidos facilitando la 
invasión, diseminación y 
adquisición de nutrientes

No hay estudios 
de la 

contribución de 
las colagenasas

Producción de enzimas líticas

INTRODUCCIÓN
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Metaloproteasas del tipo M4, son muy activas e hidrolizan una amplia variedad de
proteínas del hospedador como la caseína, albúmina, hemoglobina, colágeno,
elastina, fibrina y fibrinógeno

VIBRIOLISINAS 

La vibriolisina provoca daños tisulares hemorrágicos a través de la digestión de la
membrana basal alrededor de las células endoteliales vasculares

También forma lesiones edematosas a través de la generación de los mediadores
inflamatorios histamina y bradiquinina

La vibriolisina madura consta de dos 
dominios funcionales.

Dominio N-terminal: participa en la 
acción catalítica

Dominio C-terminal: es esencial 
para la fijación eficiente a sustratos 
proteicos 

La vibriolisina madura consta de dos 
dominios funcionales.

Dominio N-terminal: participa en la 
acción catalítica

Dominio C-terminal: es esencial 
para la fijación eficiente a sustratos 
proteicos 

La vibriolisina madura consta de dos 
dominios funcionales.

Dominio N-terminal: participa en la 
acción catalítica

Dominio C-terminal: es esencial 
para la fijación eficiente a sustratos 
proteicos 

La vibriolisina madura consta de dos 
dominios funcionales.

Dominio N-terminal: participa en la 
acción catalítica

Dominio C-terminal: es esencial 
para la fijación eficiente a sustratos 
proteicos 

INTRODUCCIÓN

5.   FACTORES DE VIRULENCIA



20 CONGRESO INTERNACIONAL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA 

Enzimas proteolíticas pertenecientes a la familia M9 de las metaloproteasas, y son
características de bacterias patógenas de los géneros Vibrio y Clostridium

Se encargan de romper el tejido conectivo extracelular, permitiendo la diseminación
del patógeno

COLAGENASAS

Enzimas proteolíticas pertenecientes a la familia M9 de las metaloproteasas, y son
características de bacterias patógenas de los géneros Vibrio y Clostridium

Se encargan de romper el tejido conectivo extracelular, permitiendo la diseminación
del patógeno

Enzimas proteolíticas pertenecientes a la familia M9 de las metaloproteasas, y son
características de bacterias patógenas de los géneros Vibrio y Clostridium

Se encargan de romper el tejido conectivo extracelular, permitiendo la diseminación
del patógeno

Se clasifican en las subfamilias M9A y M9B por las diferencias en su secuencia de 
aminoácidos y en su función catalítica

INTRODUCCIÓN
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Sideróforos

Captación del Fe-sideróforo: Transportadores 
situados en la parte exterior de la membrana 
externa dependientes de TonB

Biosíntesis:  Sintetasas de péptidos no 
ribosomales (NRPSs)
Secreción: Superfamilia ABC 

INTRODUCCIÓN
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SIDERÓFOROS
Ejemplos representativos de 

las cuatro clases principales 

Los cuatro tipos 

principales se 

distinguen en 

función del grupo 

funcional

que intervienen en la 

quelación del hierro, 

que incluyen grupos 

funcionales de tipo

catecolato (rojo), 

fenolato (azul), 

hidroxamato (verde) 

y carboxilato (gris)

Los cuatro tipos 

principales se 

distinguen en 

función del grupo 

funcional

que intervienen en la 

quelación del hierro, 

que incluyen grupos 

funcionales de tipo

catecolato (rojo), 

fenolato (azul), 

hidroxamato (verde) 

y carboxilato (gris)
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Sistemas de transporte de hierro de V. choleraeSe muestran las localizaciones en la envoltura celular de los componentes de los principales 
sistemas de transporte de hierro y los compuestos transportados a través de cada sistema

INTRODUCCIÓN

5.   FACTORES DE VIRULENCIA



20 CONGRESO INTERNACIONAL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA 

6.   Vibrio neptunius

Tamaño de 1 µm de ancho por 2 a 3 µm de largo, y colonias de 3mm de 
diámetro, aproximadamente

Se agrupa con V. coralliilyticus y V. ostreicida dentro del clado
Coralliilyticus

Descrito como patógeno de moluscos bivalvos

Bacilo Gram-Negativo

Trabajos in silico han mostrado que el genoma de V. neptunius contiene 
potenciales factores de virulencia como metaloproteasas y ciertos genes 

relacionados con los sistemas de adquisición de hierro 

Se sabe que los productos extracelulares de V. neptunius comprometen 
significativamente la viabilidad de los hemocitos de almejaSin embargo, no se han realizado estudios funcionales y se desconoce 

la influencia de estos factores en la virulencia de V. neptunius en 
moluscos bivalvos

INTRODUCCIÓN
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SE PLANTEARON LOS SIGUIENTES OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Caracterizar metaloproteasas que puedan estar
relacionadas con la virulencia

 Identificar el/los sistemas de sideróforos de V. neptunius y
estudiar la implicación de la producción de sideróforos en
la virulencia de los vibrios patógenos de moluscos bivalvos
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Vibrio neptunius

Colección de 19 cepas patógenas de V. neptunius

Se seleccionó V. neptunius PP-145.98 como cepa modelo 

Se observó una mortalidad del 100% en larvas de ostra a las 96 h 
posteriores a la inoculación con V. neptunius PP-145.98

GALICIA

Aisladas en tres diferentes brotes infecciosos en criaderos de ostra y almeja ubicados en las costas de Galicia

Oe: Ostrea edulis
Rp: Ruditapes philippinarum

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Las cepas de V. neptunius muestran actividades proteolíticas y lipolíticas

Todas las cepas presentaron 
actividad gelatinasa y fosfolipasa 

La cepa PP-256 no presentó 
actividad esterasa

PP-256 PP-145.98

15 cepas presentaron actividad 
β-hemolítica

Las cepas PP-256 y PP-258 
mostraron actividad a-hemolítica

PP-256

PP-258Las cepas PP-266 y PP-273 no 
presentaron actividad hemolítica

PP-266
Estos diferentes brotes estarían asociados a bacterias endémicas y no a una 

expansión clonal

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Búsqueda de genes

Se secuenciaron las cepas PP-145.98, PP-256, PP-259, PP-307 y PP-313 de V. neptunius  

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Oe: Ostrea edulis;   Rp: Ruditapes philippinarum

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Búsqueda de genes

Proteina Id. Proteina Peptidasa/famiia Locus del gen

Zinc metaloproteasa MBN3577120.1 M4 JYA62_05490

Zinc metaloproteasa MBN3579346.1 M4 JYA62_16920

Zinc metaloproteasa MBN3580107.1 M4 JYA62_20845

Zinc metaloproteasa MBN3580162.1 M4 JYA62_21125

Zinc metaloproteasa MBN3580509.1 M4 JYA62_23080

Colagenasa MBN3578544.1 M9 JYA62_12825

Colagenasa MBN3578547.1 M9 JYA62_12840

Se secuenciaron las cepas PP-145.98, PP-256, PP-259, PP-307 y PP-313 de V. neptunius  

Se identificaron 7 metaloproteasas

Homología con VcpA de V. corallilyticus y VtpA de V. tubiashii

Proteina Id. Proteina Peptidasa/famiia Locus del gen

Zinc metaloproteasa MBN3577120.1 M4 JYA62_05490

Zinc metaloproteasa MBN3579346.1 M4 JYA62_16920

Zinc metaloproteasa MBN3580107.1 M4 JYA62_20845

Zinc metaloproteasa MBN3580162.1 M4 JYA62_21125

Zinc metaloproteasa MBN3580509.1 M4 JYA62_23080

Colagenasa MBN3578544.1 M9 JYA62_12825

Colagenasa MBN3578547.1 M9 JYA62_12840

5  Vibriolisinas hipotéticas

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

RESULTADOS Y DISCUSIÓN



20 CONGRESO INTERNACIONAL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA 

Identificación de VnpA

Homólogos significativos

Análisis in silico del genoma de V. neptunius PP-145.98 (Accession No. JAFHLB000000000)

Especies (Numero de acceso)
% de 

identidad

% 

similaridad
Función

VnpA (608 residuos)

Vibrio coralliilyticus

(WP_043010842.1)
93 97 metalopeptidasa VcpA

Vibrio tubiashii (AIW15753.1) 74 86 metalopeptidasa VtpA

Photobacterim damselae subsp 

damselae (WP_069531114.1)
69 82

hemaglutinina/

proteinasa HapA

1                51                90   114                  189       207                                                   349  352                                                     496        530                594    607

VnpA

97%86%82%

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Vibrio cholerae

20  VTAAE 24

Motivo Fungalisina/ Termolisina Propeptido 

Peptidasa propeptido y dominio YPEB

Peptidasa_M4

Peptidasa_M4_C

Dominio N-terminal

PPC: Dominio bacteriano
pre - peptidasa C-terminal

Dominio C-terminal

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Proteina Id. Proteina Peptidasa/famiia Locus del gen

Zinc metaloproteasa MBN3577120.1 M4 JYA62_05490

Zinc metaloproteasa MBN3579346.1 M4 JYA62_16920

Zinc metaloproteasa MBN3580107.1 M4 JYA62_20845

Zinc metaloproteasa MBN3580162.1 M4 JYA62_21125

Zinc metaloproteasa MBN3580509.1 M4 JYA62_23080

Colagenasa MBN3578544.1 M9 JYA62_12825

Colagenasa MBN3578547.1 M9 JYA62_12840

Se secuenciaron las cepas PP-145.98, PP-256, PP-259, PP-307 y PP-313 de V. neptunius  

Se identificaron 2 colagenasas hipotéticas

Se seleccionó esta colagenasa por su homología a la 
colagenasa de P. damselae y se prevé que tiene relación 

con la virulencia

Búsqueda de genes

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Identificación de ColA

Análisis in silico del genoma de V. neptunius PP-145.98 (Accession No. JAFHLB000000000)

Homólogos significativos

GG E

1           32                                                                    213                     275                401                    466                                555              604                       678                727                  792   805

ColA

Especies (Numero de acceso)
% 

de identidad

% 

similaridad
Función

ColA (805 residuos)

V. coralliilyticus (WP_043010842.1) 88 93 putativa collagenasa

V. tubiashii (AIW15753.1) 57 73 peptidasa M9

P .damselae subsp

damselae (WP_069531114.1)
39 60 collagenasa ColP

93%

436  HEXXH 440

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

73%60%

Super familia Peptidasa_M9_N 

Peptidasa_M9

Dominio N-terminal

PPC: Dominio bacteriano 
pre - peptidasa C-terminal

Dominio C-terminal

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Construcción de mutantes por intercambio alélico

Cebadores utilizados para la construcción de mutantes 

Para construir el alelo afuncional se amplifican por PCR las dos regiones 

flanqueantes 3′ y 5′ del gen candidato a mutar

Los fragmentos son clonados dentro 
del plásmido pWKS30 en E. coli

DH5a

El alelo clonado en pWKS30 es 
ligado al plásmido pCar109 el cual es 

clonado en E. coli S17-1-λpir

E. coli S17-1-λpir servirá de cepa donadora para introducir 
mediante conjugación las construcciones en V. neptunius

El plásmido se integra al cromosoma por recombinación homóloga. 
Se seleccionan en TSA-1 con 50 mg ml-1 de kanamicina (resistencia conferida por 
pCar109) y 100 mg ml-1 de ampicilina (antibiótico de selección para V. neptunius).

Se libera el plásmido pCar109, sembrando las bacterias durante unos 5-10 pases consecutivos en medio 
TSB-1 sin kanamicina

Después del último pase se siembran en placas de LB con un 10% de sacarosa, ya que el plásmido 
pCar109 confiere sensibilidad a la sacarosa al portar el gen sacB, por lo que sólo crecerán en el medio 

aquellas células que hayan perdido el plásmido

La diferenciación entre cepas revertientes y cepas 
mutantes se realiza mediante una PCR con los 

cebadores 1 y 4 

Revertientes Mutantes

La correcta construcción de los mutantes se 
confirmó mediante secuenciación de Sanger 

utilizando como molde el producto de 
amplificación de las PCRs con los cebadores 1 y 4

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Actividad enzimática de VnpA y ColA
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El mutante colA mostró una actividad 

gelatinasa significativamente menor a 

la de la cepa salvaje, esto podría 

confirmar que colA codifica una 

proteasa con actividad colagenasa 
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La inactivación de vnpA también 
produjo cierta disminución de la 

actividad gelatinasa de  V. neptunius
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La hemólisis de colA fue similar a la 

de la cepa salvaje
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Mientras que la actividad de vnpA se 

redujo en un 60%

La actividad VnpA está implicada en la lisis de 

los eritrocitos, sin embargo conserva cierto 

grado de actividad hemolítica, por lo que es 

probable que no sea un factor hemolítico 

importante de V. neptunius

Actividad enzimática de VnpA y ColA


co

lA
C

e
p

a 
sa

lv
aj

e


vn
p

A

Esterasa

3

Fosfolipasa

5

3

3

1 2

Se observaron ligeras diferencias en la 

actividad esterasa y fosfolipasa entre 

colA y la cepa salvaje
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Se observa una significativa 
disminución de las actividades 

fosfolipasa y esterasa 

Se observaron ligeras diferencias en la 

actividad esterasa y fosfolipasa entre 

colA y la cepa salvaje

Esto demuestra que VnpA
es la principal responsable 

de la actividad lipolítica 
de V. neptunius

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS
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VnpA y ColA TIENEN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA VIRULENCIA DE V. neptunius

Larvas de 
ostra

Larvas + 
AM estéril

Inocular con 
VN hasta 104 y 
105 UFC mL-1

CN
Larvas sin bacterias

Bioensayo por 
triplicado

El resultado de patogenicidad se 

evaluó a las 96 h y se expresó 

como porcentaje de 

supervivencia 

Ensayo de virulencia en O. edulis

¿ Participan VnpA y ColA en la virulencia de V. neptunius en bivalvos ?

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Días post-inoculación

V. neptunius cepa salvaje

V. neptunius colA

V. neptunius vnpA

Larvas sin inocular

La mortalidad en larvas
de ostra con los mutantes 
ΔvnpA y ΔcolA fue de un 

20 a 30%, contrastado con 
un 88% de mortalidad con 

la cepa salvaje

¿ Participan VnpA y ColA en la virulencia de V. neptunius en bivalvos ?

Ensayo de virulencia en larvas de ostra (Ostreae edulis)

La mutación de una u otra 

enzima induce una 

reducción significativa en la 

mortalidad

VnpA y ColA TIENEN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA VIRULENCIA DE V. neptunius

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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RECAPITULANDO

vnpA codifica una proteína responsable en gran parte de las actividades fosfolipasa y 
esterasa en V. neptunius

Tanto VnpA como ColA son necesarias para la plena virulencia de V. neptunius en 
larvas de Ostrea edulis

Este trabajo proporciona la primera evidencia del papel de una colagenasa en la 

virulencia de este tipo de patógeno

RESULTADOS Y DISCUSIÓN



20 CONGRESO INTERNACIONAL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA 

I. INTRODUCCIÓN

1. PRODUCCIÓN MUNDIAL DE BIVALVOS
2. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS BIVALVOS
3. ENFERMEDADES EN BIVALVOS
4. VIBRIOS PATÓGENOS DE MOLUSCOS
5. FACTORES DE VIRULENCIA
6.    Vibrio neptunius

II. OBJETIVOS

III. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO 
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

2.    V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: 
ANFIBACTINA Y PISCIBACTINA

3. ANFIBACTINA Y PISCIBACTINA CONTRIBUYEN A LA VIRULENCIA DE V. neptunius
EN     ALMEJA

IV. CONCLUSIONES

INDICE



20 CONGRESO INTERNACIONAL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA 

2.   V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA 
Y PISCIBACTINA

Crecimiento en déficit de hierro

1. Resuspender el inoculo de la 
bacteria en 5 ml de TSB. Dejar en 
crecimiento en agitación a 25°C. 2 

a 3 horas.

2. Preparar 1 ml de las soluciones 
de Dipiridil en CM9, para una 

concentración final de 50, 100 y 
150 uM. 

3. Preparar 1 ml de la solución con 
Fe, utilizando Cloruro Férrico 10 

mM, hasta alcanzar una 
concentración de 10 uM en CM9. 
Ejemplo. 3 ul FeCl3 10 mM + 2997 

CM9: FeCl3 10 uM.

4. Ajustar (con TSB, si es necesario) 
la absorbancia de las bacterias a 

0.5. 

5. Preparar el inoculo a una 
concentración final de 1/50: 40 ul

+ 960 ul CM9 (1/25)

6. En una placa de microtitulo, por 
duplicado, colocar 100 ul de la 

solución con Fe y 100 ul de cada 
concentración de Dipiridil. 

Adicionar 100 ul del inoculo del 
cultivo con la absorbancia ajustada 

a 0.5.

7. Colocar la placa en agitación 3 a 
4 horas a 25°C. Luego colocar en el 

lector de placas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Crecimiento en déficit de hierro

Para evaluar el crecimiento en déficit 
de hierro se utilizaron concentraciones 

baja, intermedia y alta de DPD

En concentración baja de DPD todas las 
cepas muestran entre el 80 y el 100% 

de su capacidad de crecimiento

En concentración baja de DPD donde 
todas las cepas crecieron, se evaluó la 

producción de sideróforos

Todas las cepas fueron positivas para 
producción de sideróforos en medio 

solido CAS

5 cepas presentaron mayor producción de 
sideróforos, incluyendo la cepa PP-145

En concentración media de DPD 11 cepas 
mantuvieron su capacidad máxima de 

crecimiento, incluyendo la cepa PP-145.98

8 cepas presentaron un crecimiento 
reducido entre 36 al 70%

En concentración alta de DPD solo la 
cepa PP-256 conserva su capacidad de 

crecimiento

18 cepas presentan una disminución en 
su crecimiento aproximadamente del 

90%, como la cepa PP-326

La variabilidad de las 19 cepas de 

V. neptunius en la producción de 

sideróforos y en la capacidad de 

crecimiento en déficit de hierro, 

confirma que los brotes 

infecciosos son causados por 

bacterias endémicas y no por 

expansión clonal

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.   V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA 
Y PISCIBACTINA
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Rastreo de sistemas de sideróforos

Sideróforo anfifílico de tipo anfibactina

Piscibactina

Análisis in silico de las cepas secuenciadas PP-145.98, PP-256, PP-259,
PP-307 y PP-313 de V. neptunius

Se identificaron 2 grupos de genes relacionados con la producción de sideróforos

Cromosoma 1

Cromosoma 2, como parte de una isla de patogenicidad

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.   V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA 
Y PISCIBACTINA
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Sistema de la anfibactina

El sistema del sideróforo anfifílico tipo anfibactina está formado por 11 genes 

• Biosíntesis • Sistema transportador ABC

• Receptor Ton-B • Exportador

60 – 71 % aa

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.   V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA 
Y PISCIBACTINA
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FG9-b
(PP-145.98

NRPS::pFG8a)

FG2-c
(Revertiente de 

FG9-b a PP-145.98)

PP-145.98

CM9 + FeCl3 10 µM CM9 + EDDA 5 µM

PRODUCCION DE SIDEROFORS (CM9 + DPD 50 µm)

Mutante de síntesis 
por inserción

Evaluación de la actividad del sideróforo anfifílico tipo anfibactina

Capacidad de crecimiento en déficit de 
hierro y producción de sideróforos

Sistema de la anfibactina

Revertiente del 
mutante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Detección de anfibactina mediante HPLC-HRMS

Cabeza polar

Cadena de ácidos grasos

(C14:1)

ESPECTRO DE MASAS

Se detectó la producción de 9 formas de anfibactina

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Sistema de la anfibactina

Detección de anfibactina mediante HPLC-HRMS

Esto sugiere un paso de asociación con la membrana celular para la secreción de dichas anfibactinas

Cabeza Polar

Sobrenadante

Cadena de ácidos grasos

C14H27O2 (OH)

C14H25O (C14:1)

C12H23O

C14H27O

+ Nueva anfibactina
C12H23O

Pellet

Cadena de ácidos grasos

C16H29O2 (OHC16:1)

C16H29O (OHC16:1)

C16H31O

C15H29O

+ Anfibactinas B, D, S y T

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.   V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA 
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Sistema transportador ABC

Receptor Ton-B

Biosíntesis

Exportador

Sistema de la anfibactina

Fur Box

Promotor

Organización de la expresión de los genes del operón de la anfibactina

RT-PCR

absE absF abtAabtEabtB

abtDabtC
entD

absB
absA

PCR 4
abtA - absB

PCR 3
absEF

PCR 2
abtE

PCR 1
abtC-abtD

PabtC PabtA

RT-PCR

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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2.   V. neptunius PRODUCE DOS SIDERÓFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA 
Y PISCIBACTINA

Sistema de la piscibactina

irp2 irp1frpA

araC1   araC2                    irp8                                                                                        irp3   irp4    irp9    irp5       mdlB

V. neptunius PP-145.98
NODE-21, 42624..74988

Esta región cromosómica contiene los genes irp que codifican las funciones de síntesis y 

transporte del sideróforo 

irp2 irp1

irp2 irp1

irp2 irp1

frpA

frpA

frpA

araC1   araC2                    irp8                                                                                        irp3   irp4    irp9     irp5               mdlB

araC1   araC2                    irp8                                                                                        irp3   irp4    irp9    irp5       mdlB

V. anguillarum RV22
AEZB01000030.1; 27078..63338

V. neptunius PP-145.98
NODE-21, 42624..74988

Photobacteirum damselae subsp. Piscicida DI21 plasmid 
pPHDP70
KP100338.1, 6301..35611

dahP entD71 – 82 % aa

Los genes irp de V. neptunius comparten idéntica estructura 
y organización genética que los genes de la piscibactina

presentes en V. anguillarum y P. damselae subsp. piscicida

54 – 65 % aa

irp2 irp1

irp2 irp1

irp2 irp1

frpA

frpA

frpA

araC1   araC2                    irp8                                                                                        irp3   irp4    irp9     irp5               mdlB

araC1   araC2                    irp8                                                                                        irp3   irp4    irp9    irp5       mdlB

V. anguillarum RV22
AEZB01000030.1; 27078..63338

V. neptunius PP-145.98
NODE-21, 42624..74988

Photobacteirum damselae subsp. Piscicida DI21 plasmid 
pPHDP70
KP100338.1, 6301..35611

dahP entD

?

?

Las islas de V. neptunius y V. anguillarum no incluyen homólogos del gen entD que codifica la 
enzima 4'- fosfopanteteinil-transferasa (PPTasa) necesaria para la activación de las NRPSs

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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1

EntD
WP_206370543

252

V. neptunius (WP_206370543) 138 Y I GMD I E K V 183 F S A K E S L F K A L Y

V. neptunius (WP_206368753) 126 H I G V D I Q R L 171 F S A K E A L Y K A I Y

Sistema de la piscibactina

E. coli EntD 126 S L G V D I E T F 169 F S A K E S L F K A L Y

El gen entD codifica la 4'- fosfopanteteinil-
transferasa (PPTasa) se encarga de la activación 

de las NRPSs

Un homólogos de EntD de V. neptunius debe 
complementar en trans la síntesis de 

piscibactina

El genoma de V. neptunius incluye dos 
PPTasa del grupo II homólogas a EntD

El genoma de V. neptunius incluye dos 
PPTasa del grupo II homólogas a EntD, por 
lo tanto una de ellas debe complementar 

en trans la síntesis de piscibactina

Ferri-piscibactina

Detección de la piscibactina mediante   
HPLC-MS/MS

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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RECAPITULANDO

V. neptunius produce dos sideróforos: anfibatina y piscibactina

Desconocemos si se producen simultáneamente y cual es el rol de los sideróforos en 
la virulencia

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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CM9 + FeCl3 10 µM

CM9 + EDDA 5 µM

CM9 + DPD 50 µM

PRODUCCION DE 
SIDEROFORS

(CM9 + DPD 30 µm)

PP-145.98 absF

Inactivación absFX

3.  ANFIBACTINA Y PISCIBACTINA CONTRIBUYEN A LA VIRULENCIA DE           
V. neptunius EN ALMEJA

Construcción por intercambio alélico de mutantes simples y dobles

irp2

irp2 irp1

Inactivación irp2

X

Estos resultados sugieren que la producción de múltiples sideróforos incrementa el potencial de 
crecimiento de V . neptunius cuando es cultivada en déficit de hierro in vitro

Capacidad de crecimiento de V. neptunius bajo restricción de hierro

absFirp2

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Bioensayo por 
duplicado

El resultado de patogenicidad se 

evaluó a las 96 h y se expresó como 

porcentaje de supervivencia 

Ensayo de virulencia en Ruditapes philippinarum

40 almejas 
10 mm

Inocular con 
VN hasta 106

UFC mL-1

CN
Almejas sin bacterias

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Contribución de los sideróforos en la virulencia de V. neptunius  en bivalvos 

Ensayo de virulencia en juveniles de almeja (Ruditapes philippinarum)
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La producción de al menos un tipo de sideróforo, ya sea anfibactina o piscibactina, es 
esencial para el establecimiento de la infección
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La producción simultánea de ambos sistemas de sideróforos maximiza la virulencia de   
V. neptunius en almeja

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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RECAPITULANDO

El producir dos sideróforos, anfibactina y piscibactina, le da flexibilidad a V. neptunius, 
ya que dependiendo de la fuente de hierro, un sideróforo u otro funciona mejor

Además la producción simultanea de anfibactina y piscibactina incrementa la 
virulencia de V. neptunius

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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LAS CONCLUSIONES MÁS RELEVANTES SE RESUMEN A CONTINUACIÓN:

1. Los aislados de V. neptunius poseen actividad lipolítica y proteolítica y
sintetizan sideróforos. Además, existe variabilidad entre los aislados lo que
podría estar relacionado con diferentes niveles de virulencia en el
hospedador

2. El análisis in silico de los genomas de V. neptunius nos permitió identificar
dos loci que codifican una vibriolisina (VnpA) y una colagenasa (ColA). Las
metaloproteasas VnpA y ColA son responsables de la actividad lipolítica y
colagenolítica, respectivamente. Además, ambas son esenciales para la plena
virulencia de V. neptunius en bivalvos

3. El genoma de V. neptunius incluye genes para la síntesis y utilización del
sideróforo anfibactina y la isla de patogenicidad irp-HPI que codifica el
sistema de la piscibactina. Ambos sistemas de sideróforos son funcionales, se
expresan simultáneamente cuando la bacteria crece en la hemolinfa de
bivalvos y contribuyen significativamente a la virulencia de V. neptunius en
almeja

CONCLUSIONES



20 CONGRESO INTERNACIONAL

COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA CONCLUSIONES

4. El sistema de la anfibactina está compuesto por los genes biosíntéticos
absABDEF, los transportadores abtCD y el transportador de membrana
externa abtA. Los genes de la anfibactina se transcriben en un único ARNm
policistrónico a partir de dos promotores aguas arriba a abtC y abtA

5. V. neptunius produce una mezcla de nueve formas de anfibactina, una de ellas
no descrita anteriormente, con ácidos grasos de entre 12 y 16 carbonos que
permanecen asociadas a la pared celular o más solubles en agua de acuerdo a
la longitud de la cadena del ácido graso. Por lo tanto, para caracterizar las
anfibactinas producidas por una bacteria es indispensable estudiar tanto la
fracción hidrosoluble como la asociada a la membrana bacteriana
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