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1. PRODUCCION MUNDIAL DE BIVALVOS

Los alimentos de origen acuatico son una de las fuentes mas importantes de
proteina animal del mundo, representando el 17% de la ingesta de proteina animal
mundial y el 7% de toda la proteina consumida (APROMAR, 2020).
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1. PRODUCCION MUNDIAL DE BIVALVOS

El cultivo de bivalvos ocupa un lugar importante en la produccion acuicola
mundial y se encuentra en rapida expansion

Esta produccidn de bivalvos se da mediante la acuicultura

= Mejora su rendimiento
* Produce alimentos con menor impacto ambiental
= Oportunidad econémica

http://www.ipacuicultura.com/

Aumentar la produccion de manera rentable demanda de mejoras en los
métodos y tecnologias de cultivo

Sin embargo uno de los principales problemas son las infecciones causadas por
vibrios que ocasionan grandes pérdidas econdmicas
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1. PRODUCCION MUNDIAL DE BIVALVOS

Nueva Zelanda Sud Africa

En el 2019 la acuicultura alcanzé una produccién de at \
230.774 t
17.550.576 t de moluscos (FAO, 2019).

t
Estados Unidos de America
212958t

Espaia es el principal productor de moluscos bivalvos
B AmERICA 4,14%

en Europa Dasia 91,51%

17.550.576 t |:| EUROPA 3,66%

de produccién mundial [JoceaniA 0,64%

Casi la totalidad de la produccidn corresponde al [JaFricA  0,04%
mejillén en Galicia

\ China

14.579.369 t

http://acuiculturaymiticultura.blogspot.com/

La produccion de bivalvos es un sector significativo en la economia de Galicia

La busqueda de nuevos conocimientos son necesarios para promover su desarrollo y poder
implementar la produccion de otras especies de bivalvos
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1. PRODUCCION MUNDIAL DE BIVALVOS

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

Los productos mas importantes son:
* Tilapia (Oreochromis sp.)
* Cachama (Colossoma macropomun)
*  Trucha (Oncorhynchus mykiss)
* Camaron (Litopenaeus sp.)

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

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

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

e
. ‘ %2 Microbios y virus

2’\ .7 . transmitidos por el agua
>

Su sistema inmune esta compuesto por
células efectoras centrales conocidas

Mucus

como hemocitos que fagocitan a las
bacterias y otros microorganismos

Epitelio Brangal

Célula Ciliada

A diferencia de los animales homeotérmicos la
hemolinfa de los moluscos bivalvos no esta estéril
por tener un sistema circulatorio abierto
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3. ENFERMEDADES EN BIVALVOS
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Principal limitacion en
el cultivo de bivalvos
que puede generar
pérdidas totales de la
produccion

o
o

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
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4. VIBRIOS PATOGENOS DE MOLUSCOS I Splil::lli: N V. splendidus
—— I-Ica:?\(j:y —— V. alginolyticus
— V. europaeus
VIBRIOSIS
— ke V. bivalvicida
Enfermedad bacteriana que VIBRIOS Orientalis '
afecta principalmente a larvas PATOGENOS DE — V. tubiashii
de diferentes especies de BIVALVOS '
bivalvos en la acuicultura Clado . .
| Pectenicida | - Rectenicida
Clado .
T Anguillarum V. aestuarianus

V. ostreicida
Clado
Coralliilyticus

V. coralliilyticus

* Reduccion de la motilidad de las larvas
* Natacion erratica

e Cierre de las valvas

- D jimiento del vel
* Swarming bacteriano
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5. FACTORES DE VIRULENCIA

Proteinas extracelulares que

@[ ncimes _ vegradacion del tejido producen dafos en las estructuras
D T ek de los tejidos facilitando la
invasion, diseminaciony
adquisicion de nutrientes

Pili—> adhesion

Sistemas de Salida de
secrecion > factores de virulencia

Metaloproteasas

Flagelo —> Motilidad y
adhesion

Polisacaridos _>Protecci6ny . . ..
extracelulares fijacion VlbrthSlna COIagenasa

Proteinas Motilidad
quimiotacticas dirigida

Sideroforos —» Captacion de
hierro

V. splendidus, No hay estudios

- 2 . v e V. aestuarianus, dela
Produccidn de enzimas liticas V. tubiashii y contribucién de
V. coralliilyticus las colagenasas
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5. FACTORES DE VIRULENCIA

VIBRIOLISINAS

La vibriolisina madura consta de dos
dominios funcionales.

Dominio N-terminal: participa en la
accion catalitica

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

Metaloproteasas del tipo M4, son muy activas e hidrolizan una amplia variedad de
proteinas del hospedador como la caseina, albumina, hemoglobina, colageno,
elastina, fibrina y fibrindgeno

La vibriolisina provoca dainos tisulares hemorragicos a través de la digestion de la
membrana basal alrededor de las células endoteliales vasculares

También forma lesiones edematosas a través de la generacion de los mediadores
inflamatorios histamina y bradiquinina
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5. FACTORES DE VIRULENCIA

COLAGENASAS

Enzimas proteoliticas pertenecientes a la familia M9 de las metaloproteasas, y son
caracteristicas de bacterias patogenas de los géneros Vibrio y Clostridium

Se encargan de romper el tejido conectivo extracelular, permitiendo la diseminacidon
del patégeno

1 100 200

L o —
_
[ ] POMI « | | PKD | | VepC - V. parahaemolyticus (M09.001)
M9A
L | pomo x| | | vmc- v mimicus (M09.004)
v
Motivo FAXWEXT
— e
[ R PDM9 * [ [ Pk [ cBDa [/28BF/ ColG - C. histolyticum (M09.002)
M9B
. [Iae PDMS9 % [ [ pxD | [ c8ba | colH-C. histolyticum (M09.003)
Modulo de la colagenasa Dominio de

reconocimiento

Se clasifican en las subfamilias M9A y M9B por las diferencias en su secuencia de
aminodacidos y en su funcidn catalitica
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5. FACTORES DE VIRULENCIA

an o8
ﬁnnadnr Q A:%I'ranspnrtadnr \
(—¢ A
/\A/\ n
/ \ I.. /\/ Hedu:'tasas
‘/ ®  Esterasas

S

o

4

Biosintesis: Sintetasas de péptidos no

ribosomales (NRPSs)
Secrecion: Superfamilia ABC

N

///

Captacion del Fe-sideréforo: Transportadores
situados en la parte exterior de la membrana
externa dependientes de TonB
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Catecolatos
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Rrhizoferrina
(Ralstonia pickettii)

20 CONGRESO INTERNACIONAL
COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA

Los cuatro tipos
principales se
distinguen en

funcion del grupo

funcional

gue intervienen en la
guelacién del hierro,
gue incluyen grupos
funcionales de tipo

catecolato (rojo),

fenolato (azul),
hidroxamato (verde)
y carboxilato (gris)
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5. FACTORES DE VIRULENCIA

Enterobactina
Vlbrlobactlna /

TonB1

MEMBRANA
INTERNA

PERIPLASMA

uB
MEMBRANA

EXTERNA
1 FuA )P—L:R( ””‘R/

Ferricromo

Se 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
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6. Vibrio neptunius

Bacilo Gram-Negativo

Tamano de 1 um de ancho por 2 a 3 um de largo, y colonias de 3mm de
diametro, aproximadamente

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

Descrito como patdégeno de moluscos bivalvos

Sin embargo, no se han realizado estudios funcionales y se desconoce
la influencia de estos factores en la virulencia de V. neptunius en
moluscos bivalvos
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SE PLANTEARON LOS SIGUIENTES OBJETIVOS ESPECIFICOS

= (Caracterizar metaloproteasas que puedan estar
relacionadas con la virulencia

= |dentificar el/los sistemas de sideréforos de V. neptunius y
estudiar la implicacion de la produccion de sideréforos en
la virulencia de los vibrios patégenos de moluscos bivalvos
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Vibrio neptunius

Coleccion de 19 cepas patdgenas de V. neptunius

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

C:epa d‘? Origen °

. neptunius )

PP-145.98 Oe GALICIA
PP-255 Rp e
PP-256 Rp
PP-258 Rp
PP-259 Rp

....PP-266....:RP..
PP-267 Rp
PP-269 Rp
PP-273 Rp
PP-302 Oe

CPP-307 0 Oe
PP-309 Oe
PP-312 Oe
PP-313 Oe

. PP315 . Oe
PP-322 Oe
PP-323 Oe
PP-305 Oe Se seleccionod V. neptunius PP-145.98 como cepa modelo
PP-326 Oe

Se observo una mortalidad del 100% en larvas de ostra alas 96 h
posteriores a la inoculacion con V. neptunius PP-145.98

Oe: Ostrea edulis
Rp: Ruditapes philippinarum
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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 proteoliticas y lipoliticas

Actividad Todas las cepas presentaron
Cepa de ) . . . o o o a
V. neptunius Origen Gelatinasa Esterasa Fosfolipasa Hemolisis act|V|dad gelaﬂnasa Yy fOSfOIlpasa
PP-145.98 Qe ++ +H+ ++ +
PP-255 Rp +H ++ ++ -+ ,
PP-256 Rp - - ¥ ) La cepa PP-256 no presento
PP-258 Rp ' ” " ) actividad esterasa
PP-259 Rp + H i +
PP-266 Rp ++ e - -
PP-267 R + o “ " »
PP-269 Rﬁ . . - - 15 cepas presentaron actividad
PP-273 Rp -+ + ++ - B-hemolitica
PP-302 Qe + ++ ++ ++
PP-307 Qe ++ ++ ++ ++
PP-309 Oe + o + "
PP-312 Oe - o . - Las cepas PP-256 y PP-258
PP-313 Oe + -+ + =+ mostraron actividad a-hemolitica
PP-315 Oe + + + +
PpP-322 Oe + ++ ++ +
PP-323 Oe o+ - — + _ .
P35 o . . - . Las cepas PP 266 y PP-273 no
PP-326 Oe + o+ o + presentaron actividad hemolitica

Estos diferentes brotes estarian asociados a bacterias endémicas y no a una

expansion clonal
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Busqueda de genes

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

Actividad
Cepa de . . . ..
pa ce Origen Gelatinasa Esterasa Fosfolipasa Hemolisis - - GENOME SEQUENCES
V. neptunius M b I ®
AMERICAN ICronioliogy n
|_PP-145.98 Oe . it ++ + | EX ocir ror Resolrce Anmouncement
PP-255 Rp — — MICROBIOLOGY €S0Urce Announcements Oheck o
| PP-256 Rp o - + (+) | . o . .
TUUSER = - —_ —_ s Draft Genome Sequences of Five Vibrio neptunius Strains
[pr250 Rp T T T T ] Isolated from Hatcheries of Bivalve Mollusks
PP-266 R 4+ EEEE 4+ - Fabian Galvis,” Susana Prado,® Juan L. Barja,® ©"Manuel L. Lemos,® ©”Miguel Balado?®
P
PP-267 Rp 4t 4t 4t T+ “Departarmento de Microbiologia y Parasitologia, Instituto de Acuicultura y CIBUS-Facultad de Biolegia, Universidade de Santiago de Compostela, A Coruiia, Spain
PP-269 Rp ++ ++ ++ ++
PP-273 Rp ++ o ++ -
f in:
PP-302 Oe — i - — Data for strain:
I PP-307 Oe i o o ] Characteristic PP-145.98 PP-256 PP-259 PP-307 PP-313
Raw sequencing results
PP-309 Oe =+ + ++ ++ Total no. of reads 2,607,130 3517,632 3,895,514 2,228,868 3,364,076
PP-312 Oe T+ T+ Tt 4t Total bases (Mbp) 6116 8219 913.6 5255 786.6
Avg read length (bp) 2335 2326 234 2348 2329
L__PP-313 Oe R R R R ] Avg coverage depth (x) 1048 1413 160.4 904 1351
PP-315 Qe ++ ++ ++ + Assembly results
No. of contigs 169 178 151 186 171
- ++ ++ ++ +
Pp-322 Qe Genome size (bp) 5,275,089 5,276,515 5,147,033 5,276,531 5,273,268
PP-323 QOe ++ ++ ++ + Ny, (bp) 129,442 129,040 188,696 138,645 129,198
PP-325 Oe S+ S+ 4+ T+ GC content (%) 451 45.1 45.2 45.1 451
Annotation results
PP-326 Oe + ++ ++ + No. of CDS* 4,795 4,809 4670 4819 4,799
No. of genes 4,920 4,936 4,802 4,942 4,926
Oe: Ostrea edulis; Rp: Ruditapes philippinarum No. of RNA genes 125 127 132 127 127
No. of rRNAs 16 16 26 19 16
No. of tRNAs 105 107 102 104 107
Accession no.
BioSample SAMN18024316 SAMN18024317 SAMN18024318 SAMN18024319 SAMN18024320
SRA SRR14089945 SRR14089942 SRR14089941 SRR14089943 SRR14089944
GenBank JAFHLBO010000000 JAFHLC000000000 JAFHLD000000000 JAFHLE000000000 JAFHLF000000000

2 CDS, coding DNA sequences.
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1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Busqueda de genes

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

5 Vibriolisinas hipotéticas

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

Homologia con VcpA de V. corallilyticus y VtpA de V. tubiashii
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1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Identificacion de VnpA

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

20 VTAAE 24

N\ F

90 114 189 207

VnpA

349 352 4|6 ‘530 594‘ 607

- Motivo Fungalisina/ Termolisina Propeptido
- Peptidasa propeptido y dominio YPEB

Peptidasa_M4

- Peptidasa_M4_C

PPC: Dominio bacteriano
pre - peptidasa C-terminal

— Dominio N-terminal

Dominio C-terminal

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

Busqueda de genes

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

Se identificaron 2 colagenasas hipotéticas

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
I Colagenasa MBN3578544.1 M9 JYA62 12825 I

Colagenasa

MBN3578547.1

M9

JYA62_12840

Se selecciono esta colagenasa por su homologia a la

colagenasa de P. damselae y se prevé que tiene relacion
con la virulencia
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1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Identificacion de ColA

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

ColA 436 HEXXH 440
1 |z M ———arn 401 %66 5
GG E

—

Super familia Peptidasa_M9_N

- Peptidasa_M9

PPC: Dominio bacteriano } Dominio C-terminal

— Dominio N-terminal

—

pre - peptidasa C-terminal



20 CONGRESO INTERNACIONAL

RESULTADOS Y DISCUSION COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA

Construccion de mutantes por intercambio alélico

s 5 [ R
..... = CLONACION _
b L —_— NN\ LS

L

TRANSFEREMNCIA A LA

Base Pairs BACTERIA SALVAJE

—
i
— 4,000
— 3,000
— 2,500
— 2,000
— 1,500 1* EVENTO DE RECOMBINACION
—1000 SO D [ ey eessd 1 P eees
— 750
— 500
- —

1 % TAE agarose gel l

Revertientes Mutantes
. e . . T r | E ) 2¢ EVENTO DE RECOMBINACION
La diferenciacién entre cepas revertientes y cepas ( — ii
mutantes se realiza medianteuna PCRconlos = —e&
cebadores1y4
.. l RESOLUCION
La correcta construccion de los mutantes se

confirmé mediante secuenciacion de Sanger —
utilizando como molde el producto de -
amplificacion de las PCRs con los cebadores 1y 4
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1. CARACTERIZACION DE LA VIBRIOLISINA VnpA Y COLAGENASA ColA COMO
FACTORES DE VIRULENCIA ESENCIALES DE V. neptunius EN BIVALVOS

Esterasa Fosfolipasa

Esto demuestra que VnpA

2 la principal b
=) €s 1a principal responsapie
% de la actividad lipolitica
: de V. neptunius

Q

(V]

&

< Se observaron ligeras diferencias en la
8 actividad esterasa y fosfolipasa entre
< AcolA y la cepa salvaje

g_ Se observa una significativa

§ disminucion de las actividades

< fosfolipasa y esterasa
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VnpA 'y ColA TIENEN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA VIRULENCIA DE V. neptunius

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

Ensayo de virulencia en O. edulis

0o o o o
5 OOO OOOOOOOO OOOOOOOO
So% s Wy, W » . $
© o 0% o 0 %° o o 0% o
o O~0 o o-0 O~0
N\ % / © o © \ © o © / 0309 o
o~ o
;/ 05 O
Larvas de Larvas + Inocular con CN Bioensavo bor
ostra AM estéril VN hasta 10*y Larvas sin bacterias L yop
105 UFC mL- triplicado

El resultado de patogenicidad se
evalud a las 96 h y se expresé
como porcentaje de
supervivencia
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VnpA'y ColA TIENEN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA VIRULENCIA DE V. neptunius

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

Ensayo de virulencia en larvas de ostra (Ostreae edulis)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

¢ V. neptunius cepa salvaje

% V. neptunius AcolA
V. neptunius AvnpA

Larvas sin inocular

%k %k 3k

1 2 3
Dias post-inoculacion

La mutacion de una u otra
enzima induce una
reduccidn significativa en la
mortalidad
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RECAPITULANDO

vnpA codifica una proteina 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 patdgeno

% antibiotics m\o\w

Article
The Vibriolysin-Like Protease VnpA and the Collagenase ColA

Are Required for Full Virulence of the Bivalve Mollusks
Pathogen Vibrio neptunius

Fabian Galvis ', Juan L. Barja, Manuel L. Lemos © and Miguel Balado *
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS 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 agitacién a 25°C. 2

a 3 horas.

.

4 A
6. En una placa de microtitulo, por

duplicado, colocar 100 ul de la
solucién con Fe y 100 ul de cada

concentracién de Dipiridil. _

Adicionar 100 ul del inoculo del
cultivo con la absorbancia ajustada

J

(

2. Preparar 1 ml de las soluciones
de Dipiridil en CM9, para una
concentracion final de 50, 100 y
150 uM.

.

~\

J

7

3. Preparar 1 ml de la solucién con
Fe, utilizando Cloruro Férrico 10
mM, hasta alcanzar una
concentracion de 10 uM en CM9.
Ejemplo. 3 ul FeCl; 10 mM + 2997
CM9: FeCl; 10 uM.

.

~\

a 0.5.

\. J

4 )

5. Preparar el inoculo a una
concentracion final de 1/50: 40 ul
+960 ul CM9 (1/25)

\. J

4 )

4. Ajustar (con TSB, si es necesario)

_ la absorbancia de las bacterias a

0.5.

J

e

7. Colocar la placa en agitacion 3 a
4 horas a 25°C. Luego colocar en el
lector de placas.

N

1.VN145 2.VN255 3.VN256 4.VN258 5.VN259 6.VN266 7.VN267 8.VN323

9.VN302 10.VN307 11.VN309 12.VN312 13.VN273 14.VN313 15.VN315 16. VN322
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA

Cepas de Produccion de Capacidad de crecimiento
.. s ge . V. tuni iderof
Crecimiento en déficit de hierro neptunius  sSIeroloros 50 puM 100 M 150 pM
PP-145.98 ++ 0,914 0,957 0,3714
PP-255 + 0,967 0,417 0,3
PP-256 ++ 1 1 0,7755
- PP-258 + 0,972 0,75 0,3056
La variabilidad de las 19 cepas de
) ., PP-259 + 1 0,923 0,4231
V. neptunius en la produccion de
S ] PP-266 * 0,969 0,656 0,375
sideroforos y en la capacidad de
o o ] PP-267 + 0,825 0,725 0,325
crecimiento en déficit de hierro,
- los brot PP-269 + 0,878 0,571 0,3061
) fcon. ifma que fos :10 €s PP-302 ++ 0,961 0,667 0,3922
in eccn.osos so’n c-ausa 0s por bp-307 . 1 1 03721
bacterias endﬁmlcas y no por PP-309 .\ 0896 0938 0,5417
expansion clonal PP-312 + 1 0847 0,4068
PP-273 + 0,946 0,696 0,0893
PP-313 * 1 0,828 0,4483
PP-315 + 0,952 0,903 0,5
PP-322 ++ 1 1 0,6061
PP-323 * 1 1 0,566
PP-325 + 1 1 0,6724

PP-326 + 0,913 0,365 0,1153
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA

Y PISCIBACTINA

Rastreo de sistemas de sideroforos

Analisis 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 produccion de sideréforos

i)

Piscibactina

Siderdéforo anfifilico de tipo anfibactina

Cromosoma 1l

)

)

DH)

9 5 m— m— ) (-

Cromosoma 2, como parte de una isla de patogenicidad
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA

Sistema de la anfibactina

AbtB  AbtE AbsB
AbtC | AbtB | MbtH AbtA sA
EntD T Y (7o
m AbsE > AbsF ﬂ@
‘l/
aa identity
80
60 — 71 % aa > Eég
50
40
30

A. borkumensis (AM2 I16690.1:2377000..2402000)

ABO_2093 ABO_2092 > \\\ ’ E>‘<j\

ABO_2091 ABO_2091 ABO_2091 ABO_2087
ABO_2090 | ABO_2088
ABO_2089

El sistema del sideréforo anfifilico tipo anfibactina esta formado por 11 genes

° Biosintesis * Sistema transportador ABC

* Receptor Ton-B ° Exportador
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA

Sistema de la anfibactina
Evaluacidn de la actividad del sideréforo anfifilico tipo anfibactina
Mutante de sintesis QWMW%D
por insercion o

Revertiente del
mutante

Crecimiento
(DO 600 nm)

Capacidad de crecimiento en déficit de
hierro y produccidn de sideroforos

c o0 o0 o 0 0 OO0
M ow R B N D

g

%)

<— °

OE o4

gc

oQ-02

§: 0.3

S04 FG9-b FG2-c
PP-145.98 (PP-145.98 (Revertiente de

NRPS::pFG8a)  FG9-b a PP-145.98)

CM9 + FeCl; 10 pM CM9 + EDDA 5 uM
PRODUCCION DE SIDEROFORS (CM9 + DPD 50 pm)
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA

[M +H]*
oz . . . ESPECTRO DE MASAS
Deteccion de anfibactina mediante HPLC-HRMS . 816.4809
NE
E Cabeza polar
907
3 (e] O
8354
Cultivo de Vibrio neptunius VNAASI8 WY E T \,\I,/
3 (c14:1) HO” HO"
! Anfisideréforos 753 . “2 0 H fo) o
I.S:brznad’::nlte I Fraccién CAS-positivo hE e * H ])LH
bttt & Fraccion CAS-negativo 63 H O OHO CH
Extraccion liquida-liquida) con EtOAc 60 HO~N
A 4 55
i 1 -

Cadena de acidos grasos

Fraccién organica | Fraccion acuosa

Relative Abundance
o
=

45
Agente quelante Extraccion en resina no iénica (XAD) 403
(2’2’ dipiridil) E
l l 353
v B
2 2 307 337.0667
Fraccion no Desalinkzad Extraccion E
retenida Ssaliza metandlica 25
20 423.7434
Extraccion en Fase Solida (SPE) Cartucho C18 20 B
A: H;0, B: MeOH 15_:
[ (] |
104 214.0890 5018
7 2183 616.4614
El'_ i / 550.7909 rosars |y
> B N . y
3 158.0265 278.1340 l 637.3905 1001.5076
0 pip Ll | N A "
v rerryrrrrrrrrrprrr T T rrrTrrrT T T T T T T T T T T T T T T

E’ 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

Se detectd la produccion de 9 formas de anfibactina
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA
Sistema de la anfibactina

Deteccidn de anfibactina mediante HPLC-HRMS

Sobrenadante - Pellet

R= o o R=
H — OH O
/\/\/\/\/\)\/u\; B \/\/\/=\/\/\)\)k‘," c
Cy4H,;0, (OH) — C,cH,.0, (OHC16:1)
0 L
N\/\/\/\/\)Lf b \/\/\W E
CyH,;0 C,6H,50 (OHC16:1) o
— v 5
C,,H,;0 (C14:1) C6Hz,0 :
R (8] O o]
PoT T v
/\/\/\/\/\)J\; Hor "o W\/M
o} o}
C1,H30 H H C15Hy0
12M23 H‘N H’i"j)‘\”/io 1529
+ Nueva anfibactina 0|-|0 OH + Anfibactinas B,D,Sy T
C1,H0 HO‘N
Cadena de acidos grasos © Cadena de acidos grasos

Cabeza Polar

Esto sugiere un paso de asociacion con la membrana celular para la secrecion de dichas anfibactinas
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA
Sistema de la anfibactina

Organizacion de la expresion de los genes del operdn de la anfibactina

O Biosintesis O Sistema transportador ABC O Fur Box
O Receptor Ton-B O Exportador —> Promotor
tQ abt ath xbsB } "
en apns.
=®[> abt8> abtw absE > absF 9 abtA>4:>4:v:
PCR 1 PCR 2 L;c;; PCR4
abtC-abtD abtE absEF abtA - absB |
< RT-PCR
—> —>
PabtC PabtA
M + = RT-PCR1 = RT-PCR2 = RT-PCR3 = RT-PCR4

ca. 320 bpp
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Las islas de V. neptunius y V. anguillarum no incluyen homadlogos del gen entD que codifica la
enzima 4'- fosfopanteteinil-transferasa (PPTasa) necesaria para la activacion de las NRPSs

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

[ ]
araCl araC2 irp8 irp3 irp4 irp9 irp5 mdIB
V. neptunius PP-145.98
NODE-21, 42624..74988

entD

Photobacteirum damselae subsp. Piscicida D121 plasmid

pPHDP70
KP100338.1, 6301..35611
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2. V. neptunius PRODUCE DOS SIDEROFOROS DIFERENTES: ANFIBACTINA
Y PISCIBACTINA
Sistema de la piscibactina

507.0032

100
§ 0\ CHs Deteccion de la piscibactina mediante
o q I"\/} HPLC-MS/MS
™ 0 Q .N
@ [
60 =N H-N
55 S H
i |.I H S
g Ferri-piscibactina
g 508.0059
20
15 508.9980
10 505.0078
5 [ I510|~°°1?10.9923
0 I I562I I I5I)4I r ISIJGI ISI)BI I ISIOI I I5I2I I I5I4I
mz
EntD
El genoma de V. neptunius incluye dos WP_206370543 552
PPTasa del grupo Il homadlogas a EntD, por
lo tanto una de ellas debe complementar
en trans la sintesis de piscibactina

V. neptunius (WP_206370543) 138 Y I I EKV 183 S A LFKALY
V. neptunius (WP_206368753) 126 H I I QRL 171 LYKAIY

E. coli EntD 126 S LlVlI ETF 169 ls A-L FKALY
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RECAPITULANDO

V. neptunius produce dos sideroforos: anfibatina y piscibactina

Desconocemos si se producen simultaneamente y cual es el rol de los sideréforos en
la virulencia

Environmental Microbiology (2020) 22(12), 5467-5482 doi:10.1111/1462-2920.15312

The marine bivalve molluscs pathogen Vibrio neptunius
produces the siderophore amphibactin, which is
widespread in molluscs microbiota

Fabian Galvis ©,"" Lucia Ageitos,?’

Diana Martinez-Matamoros,? Juan L. Barja ",
Jaime Rodriguez ,2* Manuel L. Lemos &’
Carlos Jiménez (2" and Miguel Balado ©'*

1
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3. ANFIBACTINA Y PISCIBACTINA CONTRIBUYEN A LA VIRULENCIA DE
V. neptunius EN ALMEJA

Construccidon por intercambio alélico de mutantes simples y dobles

W) Ve Y —

Inactivacion irp2

P9 E) mm)imm) m—— )P =) {uda-

0.9 Capacidad de crecimiento de V. neptunius bajo restriccion de hierro CM9 + FeCl, 10 pM
0.8
o —
& E 0.7 CM9 + DPD 50 uM
E o 06
=]
S os CM9 + EDDA 5 pM
8-8' 0.4
0.3
PRODUCCION DE
0.2 SIDEROFORS
o1 (CM9 + DPD 30 pm)
g = 0
-g = -0.1
23
-0.3
< *
i PP-145.98 AabsF Airp2 AabsF Airp2 %

Estos resultados sugieren que la produccidon de multiples sideréforos incrementa el potencial de
crecimiento de V. neptunius cuando es cultivada en déficit de hierro in vitro
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3. ANFIBACTINAY PISCIBACTINA CONTRIBUYEN A LA VIRULENCIA DE
V. neptunius EN ALMEJA

Ensayo de virulencia en Ruditapes philippinarum

®0®O® ®®®OO

o
(] > (<) > D
40 almejas Inocular con CN
10 mm VN hasta 106 Almejas sin bacterias
UFC mL?
(S22
(S =23

Bioensayo por
duplicado

El resultado de patogenicidad se
evalud a las 96 h y se expresé como
porcentaje de supervivencia
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3. ANFIBACTINA Y PISCIBACTINA CONTRIBUYEN A LA VIRULENCIA DE
V. neptunius EN ALMEJA

Contribucion de los sideroforos en la virulencia de V. neptunius en bivalvos

Ensayo de virulencia en juveniles de almeja (Ruditapes philippinarum)

110 -

100 -
90 -+
80 -

70 - ’_

60 -

50 -
=#- Control EEI

<B- V. neptunius cepa salvaje sekokok

40 -

30 - V. neptunius Airp2

20 = V. neptunius AabsF
10 - - V. neptunius Airp2AabsF %Z_I
0 v v v v .

0 1 2 3 4
Dias post-inoculacion

% de Supervivencia

La produccion simultanea de ambos sistemas de sideréforos maximiza la virulencia de
V. neptunius en almeja
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RECAPITULANDO

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

Ademas la produccion simultanea de anfibactina y piscibactina incrementa la
virulencia de V. neptunius

.L frontiers ORIGINAL RESEARCH
1 . : : yublished: 25 October 2021
in Cellular and Infection Microbiology doi: 10.3380/icimb.2021 750667

Vibrio neptunius Produces "’

Piscibactin and Amphibactin and
Both Siderophores Contribute
Significantly to Virulence for Clams

Fabian Galvis', Lucia Ageitos®, Jaime Rodriguez?, Carlos Jiménez?, Juan L. Barja’,
Manuel L. Lemos ™" and Miguel Balado ™
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LAS CONCLUSIONES MAS RELEVANTES SE RESUMEN A CONTINUACION:

1. Los aislados de V. neptunius poseen actividad lipolitica y proteolitica vy
sintetizan siderdforos. Ademas, existe variabilidad entre los aislados lo que
podria estar relacionado con diferentes niveles de virulencia en el
hospedador

2. El analisis in silico de los genomas de V. neptunius nos permitio identificar
dos loci que codifican una vibriolisina (VnpA) y una colagenasa (ColA). Las
metaloproteasas VnpA y ColA son responsables de la actividad lipolitica y
colagenolitica, respectivamente. Ademas, ambas son esenciales para la plena
virulencia de V. neptunius en bivalvos

3. El genoma de V. neptunius incluye genes para la sintesis y utilizacion del
sideréforo anfibactina y la isla de patogenicidad irp-HPI que codifica el
sistema de la piscibactina. Ambos sistemas de siderdforos son funcionales, se
expresan simultaneamente cuando la bacteria crece en la hemolinfa de
bivalvos y contribuyen significativamente a la virulencia de V. neptunius en
almeja
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4. El sistema de la anfibactina esta compuesto por los genes biosintéticos
absABDEF, los transportadores abtCD y el transportador de membrana
externa abtA. Los genes de la anfibactina se transcriben en un Unico ARNm
policistrénico a partir de dos promotores aguas arriba a abtCy abtA

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