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Aumentar la Supervivencia de los Camarones en
Ecuador
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INTRODUCCION

La creciente resistencia bacteriana a productos terapéuticos en la
industria camaronera representa un gran desafio, dando lugar a cepas
multirresistentes que amenazan la sostenibilidad de la produccion

Se vuelve crucial implementar estrictas medidas de bioseguridad, buscando un
equilibrio entre el control de enfermedades y la preservacion de los sistemas
naturales.

Emplear productos mas amigables en el manejo del control bacteriano para
disminuir RAM.




LECTURER LOGO

Microbioma Plasmido de resistencia
Antibiotico A )

Bomba de
. ’-\ eflujo
’Degradacic’m _->'
por enzimas
. )
d

.. , \
!:|5|0I9g|a ’J Alteracién ‘\’
intestinal por enzimas !

Uso de antibidticos C - _ Alteracion del
Resistenci A _2S

Microorganismos

. @ sitio diana
resistentes Antibidtico B ®

Antibidtico C ¥

USO DE
ANTIMICRO < > 1  < > ‘
-BIANOS |
Animales enfermos Alimentos
Interacciéon humana
Piensos guas l

A
, contaminados
contaminados

RESISTENCIA
CRUZADA

Fuentes de RAM

Aguas residuales (Animales/Humanos) ) !‘




PROBLEMATICA
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Uso de antibiodticos en la produccion
animal y desarrollo de la resistencia
en las infecciones humanas

Wos

Dos factores importantes afectan la emergencia y la
diseminacion de lu resistencia 8 los antibidticos |
genes transferibles de resistencia y la presion sele
por ¢l uso de antibidticos. .-\dcm.n de los )lospllulu
con una de 7 s o infee-
ciones y al uso correspondiente de antibidticos, la
produccion animal constituye un chundo reservorio de
uso vo de bid de res cia transferi-
ble o los mismos. La produccion industrial de ganado
mantiene & un gran numero de animales en espacios
comparativamente pequeios y los brotes de infeccio-
nes pueden propagarse con facilidad. Por mzones téc-
nicas s¢ practica con frecuencia la medicacion en serie
de todos los animales de un rebado particular. En
Europa los animales son sometidos, ademis, al estrés
de transporte, cuando se embarcan desde fas estaciones
de crin a las granjas de engorda. La consecuencia es una
profilaxis con antibidticos a gran escala.
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de accion; la resistencia a uno puede conferir resis-
tencia al otro. Las bases biologicas de los efectos de
los promotores de crecimiento estén lejos de ser
entendidas. De acuerdo con datos provenientes de
Suecin, este efecto puede demostrarse principalmente
bajo condiciones subdptimas de mancjo de los anima-
les?

Que ¢l uso agropecuario de antibidticos resultard
en la de bacterias tent
de los genes transferibles de resistenci
nos ya se discutia hace 30 ados, espe
relacidn con los promotores de crecimiento. En 1969
¢l Comié Swann del Reino Unido concluyd que los
antibidticos no deben usarse como promotores de
crecimiento si también se utilizan para la quimiote-
rapia en humanos y/o si seleccionan para resistencia
cruzada contra antibioticos usados en humanos.! Los
criterios pard le legislacion en los paises de la Comu-
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Uso de antibiéticos en la camaronicultura

Use of antibiotics in culture shrimp
Maria Luisa Santiago H.!, Angélica Espinosa P.!, Maria del Carmen Bermuadez A1

Laboratorio de Andlisis Biolégicos. Coord. de Ciencia de los Alimentos.
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Recent Updates on Bacterial Secondary
Metabolites to Overcome Antibiotic
Resistance in Gram-Negative Superbugs:
Encouragement or Discontinuation?

Cnapeer | First Onling: 03 Janvary 2022

pp 385-418 | Giethis chapter

Antimicrobial Resistanc

Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo, A. C.

Resumen

El camardn constituye la especie mas cultivada en granjas acuicolas de México. La camaronicultura se lleva a cabo principal-
mente en la zona Noroeste del Pacifico Mexicano, siendo el estado de Sonora el mayor productor. No obstante, los cuidados
que se tienen durante el desarrollo de esta especle, la camaronicultura ha visto mermada su produccion en diversas ocasio-
nes, debido a la aparicion de enfermedades de origen viral y bacteriano. De las enfermedades bacterianas que atacan al ca-
maron, el género Vibrio es predominante en las infecciones, Ante esto se ha recurrido al empleo de diversos antibidticos como
oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol para combatir las enfermedades. Desafortunadamente, |a capacidad de las bacte-
rias para mutar y reproducirse rapidamente, aunado al mal uso que se hace de los compuestos antibacterianos, han genera-
do el desarrollo de resistencia bacteriana. Slendo este problema, en la actualidad, el mayor reto al cual se deben enfrentar las
unidades de praduccion de camaron.

Resistance
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Incidencia de bacterias patégenas en muestras de
camaron fresco extraido en la Laguna de Bluefields

Pathogenic bacteria Incidence in samples of fresh shrimp extracted from Bluefields Lagoon

Helton Roy Zamora Hodgson'
Enoc Geremias Rivas Suazo®
Billy Francis Ebanks Mongalo?
Eduardo Alexander Siu Estrada®

Resumen

Este estudio se baso en un enfoque mixto, se evaluaron la incidencia de bacterias
patégenas en el camarén que se extrae de la Laguna de Bluefields y que se consume
por la poblacién, lo cual evidencia los posibles riesgos para su salud. Se realizaron cap-
turas directas de camarones en tres puntos de muestreos (Half Way Cay, Banco Rojo y
Santa Maria). Posteriormente se analizaron en el centro de investigaciones acuatica de
BICU, las bacterias fueron aisladas y purificadas en agar especificos para las bacterias
Escherichia coli, Salmonella sp, Clostridium perfringens y Enterococcus faecalis. De
las muestras obtenidas la que presenté mayor contaminacion fue la de santa Maria,
con presencia de Escherichia coli, Clostridium perfringens y Enterococcus faecalis,
en Half Way Cay se presenté E.coli, pero estaba dentro de los valores aceptable de
alimento que, no causa ningln riesgo para los consumidores, ya que presentaba 49
UFC/g. La muestra de Banco Rojo, presenté E.coli en valores aceptables, pero tenia
la presencia de Salmonella sp, lo que indica que es un riesgo para los consumidores.

Agentes antimicrobianos en acuicultura:
impacto potencial en la salud pablica

En=Ineec v womo 2000; 20065 217:219 |

FREDERICK ANaUTO*

Losagentes antimicrobianos se han usado ampliamen-
te en la acuicultura para watar infecciones debidas a

una vancdad de patogenos bactenanos de peces, in-

bianos usados en especificas
a la acuicultura de sedimentos que estaban debajo de
anctpensy de mariscos en ¢ talaciones .’ En otro

1 e s hydrophila, Ae s salmo-  estudio, se aislaron bacterias resistentes de los conte-
nicida, Idsumluullu tarda, Pastewrella piscicida, Vi-  midos intestinales de especies de peces naturales y
brio anguillarum y Yersinia ruckert. A medida que esta comerciales capturados en instalaciones dedicadas a
industria se expande surgen pregu enrelacioncon  la acuicultura. Por el contrario, no se encontraron
l“ consecuencias de esta prictica. Debido a que estos  bacterias t id les de
indolos con el alimen-  peces de drcas no tratadas.”

en los

se administran

1o que se dispersa en el agua, dosifican directamente ¢l
ambiente, lo que mulla en presiones selectivas en cl
1 expuesto.! El surgimi de
antimicrobiana después del uso de agentes Las b 108 Tesish
bianos en acuicultura se ha identificado en bacterias
que son patdgenos de peces y en las que no lo son.!
A. salmonictda es un cjemplo de un

TRANSFERENCIA DE RESISTENCIA

S que s
del uso antibidtico en acuicultug
resistencia a otras bactes

de esistencia en pato
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Determinar la sensibilidad de antibidticos de las bacterias aisladas de camarones
mediante metodologia de Kirby-Baue y la Concentracion Minima Inhibitoria con
productos profilacticos.
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Introduccion
Antecedentes
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Agar Site of Isolation Colony Color Code Bacteria Name Accession
& uzu’:i:';]]::iumen Yellow Pz Vibrio Inpugaensis QP703739.1
Aislamiento de bacterias en agar TCBS -~
P indicus abdomen . .
. .gn .z TCES agar les Green vellow P12 Sheaanelln mdica OPF04022.1
identificacion molecular de Sparus aurata mupcles
Penaeus indicus P uzd’:::‘;iiumen Wellow Py Vibrio natriegens OPF03736.1
= P fnicits sbdomen, Blue Py Vibrio matriegens OP703737.1
S muscles
% Vibrio P uzd:::';]]::iumen Turquoise [ Vibrio algimolybicns OP703632.1
i ChromoSelect P indicus abd
g agar - s ABEOmEn Colorless Ps Morganelln morgani 7040151
3 muscles
. F: éndicus abdomen Purple Py Vibrie harvey: OPF04026.1
muscles -
5. auraka intestines Wellow S4y Aeramonas veroni OP704025.1
g oot 5. aurala intestines Wellow Sy PFM!LTI“F!FT““"' OP704011.1
Ve Piscicidn
v, alg® TCHS gar 5. aurata muscles Wellow SAg7 Aeronienas veroni OPF04024 .1
e 5. aurata muscles Blue green SAg Vigococeus fuialis OP704015.1
A
5. aurata gills Yellow Shaz Vibrio matriegens OPF03612.1
5. nurafa intestines Turquoise Sh5 Photobacterisin 7040231
danselae
5. nurata intestines Light green with a green SA- Sh:rp.lr_lfn'un'..lr.'nr:' OP704017.1
center epidermidis
5. nurala intestines Colorless SAg Bacillus cerens OP704016.1
Vibric sht green wi .
e 5. nurata gills Light green with a green SAq Vibrio matricgens OP704027.1
. Z 0 0 o ChromoSelect center .
El uso del agar TCBS, histéricamente ha sido selectivo para agar , : :

. . o . . . . 5. aurata gills Colorless SAq Vibrio natricgens OP704012.1
Vi brlos’ pe rm Itlo el aISIamlento de dlfere ntes morfOtlpos 5. aurata gills Pink SAs Aerommonas teroni DPFFO3EM.1
bacterianos, pero la secuenciacion de 16S rRNA revel6 la 5. aurata intestines Green SAzs  Aeromonas veronis \
presencia de otras bacterias que no pertenecen al género 5. aurata muscles Blue SAg, Vibrio harveyi =
Vibrio, como Aeromonas y Photobacterium_ 5. awurmta muscles Colorless S5 Aeramonas veroni

(Abdulhakeem, M et al., 2023)




Introduccion

Antecedentes

Interacciones Bacterianas

Consorcios bacterianos
Bacterias intestinales
Bacterias de la piel
Baciernias tisulares
Bacterias del suelo
Bacterias del agua

Nota. Estructura histolégica del hepatopancreas de
L. vannamei durante el estrés térmico

Fuente: CEFAS, Reino Unido.

La secuenciacion genética del ARNr 16 S es clave para la salud del
camarén, al permitr la identificaciéon de diversas especies bacterianas en el
sistema digestivo de los camarones, entre las cuales destacan Vibrio y
Pseudo alteromonas,, (Zhou et al., 2018).




SAN JOSE Objetivo General

|ldentificar bacterias patdgenas asociadas a zonas productivas en
camaroén Litopenaeus vannamei en las Provincias del Guayas y Santa

Elena mediante la secuenciacion de la region del gen que codifica el
ARN ribosomal 16S.
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METODOLOGIA

Area de estudio

ECUADOR

UBICACION DE SISTEMAS DE PRODUCC; 2™ =2 CAMARON. Fuente: Google Earth, 2017
Se recolectaron 118 muestras en diferentes zonas productoras de camardn vy

Ecuador en las coordenadas 2208’41’’S 79253’12"W.

e 80 piscinas
* 118 bacterias

» » W »
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Recoleccion de muestras __” _ -
10 muestras (2 por semana) 10 muestras Clasificacién de reacciones quimicas
v
v
Extraccion de muestras Extraccion de Extraccion de muestras Antibiograma empleando 12 antibiéticos
—> 2 4— . . .
(larvas) patogenos (juveniles) comerciales
v
Concentracidn minima inhibitoria (MIC)
Sembrado a 1:100 y 1:1000 por el utilizando placas de micro Elisa
"| método de vertido a profundidad | v
| Se colocd una dilucion en medio liquido|
Incubacion de ol o a cinco concentraciones diferentes
ncubacion de placas Caracterizacion |, Identificacién bioquimica > — 7
(a322C + 2°C por 24 horas) de bacterias
l (200ppm, 400ppm, 600ppm, 800ppm, 1000ppm)

Se emplearon controles positivos y negativos para
verificar la manipulacion
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Metodologia

Aislamiento Extraccion de ADN

Siembra de
bacterias en agar —

el 3 ome: Criopreservacion I I
TCBS, CETRIMIDE, TN ik eyl | [ - ; |
CHROMOAGAR » ] Ay Parlas | golucisn \‘u..m, de W it
g'lCGI’O' ’ magnéticas | nl(:o{\ol I Eluciéon ‘ de ADN
V | 70% V AN
A i - =g W = L 9 e
o ;oA E \
=1 | '3 SOPOrTe o —> = 133 > |
/ y # ‘ Homogeneizar | ? ’ Incubar | eane. l ;::1 Babit pavlas 31-‘% ovrenadante \GESl
/ E \d c i N\
o - - S

o<

O ©

o e -t - - e n Aspirar Lavado del ADN Elucién Resuspencién
> = S - e preparacién de la P Po
ow 25 l > = I‘,:V«. - ,v" \ J mueetra mawgne:'::as sobrenadante del pellet de ADN

Cuantificacion

Secuenciacion de Sanger Construccion de arboles
filogenéticos
p—
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Resultados

m/

Colonias aisladas

® Yaguachi

* 80 piscinas

Sante elena * 118 bacterias
* Yaguachi 24 aislados

El Morro * Santa Elena 29 aislados
* Morro 18 aislados

29 * Taura 23 aislados
/ — I * Sabana grande 24 aislados

Sabana Grande




Resultados

CHROMO
TCBS
4% 9% Pseudomona
9% aeruginasa
m Vibrio
alginolyticus
Vibrio 41% = Vibrio alginolytic
arahaemolyticus

P y Vibrio
Aeromona parahaemolyticu:
hydrophila = Vibrio vulnificus

43% ™ Shewanella
putrefaciens

35%

22%

CET mostro que Pseudomona aeruginasa tuvo mayor prevalencia
y fue identificada en las cuatro piscinas en cada uno de las zonas.
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Resultados

Bioquimica por API (2016) Bioquimica por API (2017) Bioquimica por API (2020) Bioquimica por API (2021)
% Laboratorios Camaronera Prevalencia Prevalencia
Especie compatib Especie E. Seca E. s Especie Camaroneras Especie c
ilidad ) Lluviosa Laboratorios Laboratorios| o o' oneras
V. Aeromonas V.parahaem
a.l inolvticus 23,45%| 17,60% 15% sp.(hidrofila) - 10% o'lp icus 20% 20%
V. alginolyticus 7,0% ginoly Cavied 1 vt
lAeromonas i i o Aeromonas o o Aeromonas o 0
V. anguillarum 7,5% sp. >% sp.(hidrofila) 2% >% sp.(hidrofila) 26% 10%
Pseudomonas Enteroccocus
- - 10% - 2% V, vulnificus - 5%
V. damsela 6,9% sp. sp. ’
V. harveyi 7,0% V. anguillarum|10,60%| 11,80% - otros 3% 15% V. Mimicus 1% 5%
V. marinus 69% V. harveyi  |34,10%| 590% | 20% f :e”d"'"""”s 10% 30% ': ZZ"""””"“ 20% 20%
V.
parahaemolyt |27,25%| 17,60% 30% V. algynoliticus 40% 10% v e 20% 20%
V. nereis 71% icus algynoliticus
. G V. tubiashii 2,25% | 29,40% - V. Fluvialis - 10% V. Fluvialis - 3%
arahaemolyticus | 71%
V. splendidus |. 77% V. vulnificus | 2,25% YA 15% V. Harveyi 8% 2% V. Harveyi 5% 2%
V. splendidus II. 71% Otros - - 5% V. Marinus 10% 10% V. Marinus 1% 1%
V. tubiashii 75% V. tubiashi 2% - otros 2% 4%
V. vulnificus V. vulnificus 10% -
;/;erahaemoht 15% 30%
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Resultados

Aislados predominantes durante el ciclo larvario po API 20 NE

W 7CBS aeromona

LE+07
1E+06 TCBS aeromona
1.E+05
LE+04 Stenotrophomonas
103 maltophilia
HEr0 M Serratia
e liquefaciens
2 M2 M3 PL2 PL4 PL6 PL8

UFC/ ml

1.E+00
SIEMBRA z

ESTADIOS TARVARTOS

 Las Aeromonas también pueden ser reconocidas en agares selectivos como el TCBS asi como otrg:
especies Stenotrophomonas maltophila y Serratia liquefaciens A= D)




Resultados

Porcentaje de aislados identificados en estadios larvarios

100% “ 0% 9% |
90% >
80%
70% 36% 9% 18%
60% 13%
40% 13% 27%
0,
40% 870
30% 7% 27%
20%
o ™ ll IL_
0% 9% y
Q

Prevalencia (%)
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AISLADOS IDENTIFICADOS

mP1 AGUA P1 LARVAS = P2 AGUAS P2 LARVAS

 Las Aeromonas hidrofila, Pseudomonas luteola, Vibrios parahaemoliticus juegan un papel
importante en la produccion larvaria, tanto en el agua como en los animales.

» La diversidad bacteriana en estos estadios hace que sean mas suceptibles a patologias. ‘ A




Resultados
Perfil de bandas bacterianas
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Resultados

100% 0.02%
8.06%
90% 16.90%
80%
12.29% V. vulnificus
. . . 0 % V. parahaemolyticus
. Las identificaciones por bandas de  70% 42.90% parafaemoy
V. mimicus

los geles de DGGE, fueron clonadas
y secuenciadas para determianar
mediante similitud de frecuencias los 50%
geénero bacterianos presentes en las
muestras de bandas de mayor 40%

60% V. fluvialis

m V. choleare

0.03% m V. alginolyticus

3.70% m Ps. luteola

m Ps. fluorescens/ putida

intensidad. ® Ps. aeruginosa
. 30% 16.76% Enterococcus sp.
® Aeromonas
20%
4.18%
10%

0.61%

0%
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RESULTADOS

m_/

Colonias aisladas

—B&

Yaguachi
Sante elena
El Morro

29
M Taura

Sabana Grande

LECTURER LOGO

80 piscinas
118 bacterias

Agares: TCBS, Cetrimide,
Cromo agar vibrio

Yaguachi 24 aislados
Santa Elena 29 aislados
Morro 18 aislados

Taura 23 aislados

Sabana grande 24 aislados




RESULTADOS

TCBS

4% 9%
I Pseudomona

putrefaciens

9% .
aeruginasa
ibrio alainolvti o B Vibrio alginolyticus

m Vibrio alginolyticu 37 A’W 41%

= Vibrio “ Vibrio .
parahaemolyticus parahaemolyticus
hydrophila

35% 43% » Shewanella ' .

Cetrimide mostré que Pseudomona aeruginasa tuvo mayor prevalencia y fue \
identificada en todas las piscinas en cada una de las zonas, en distintas salinidades.

LECTURER LOGO

CHROMOAGAR VIBRIO

22%
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RESULTADOS
Desviacion En anos anteriores no
Analisis bioquimico | Recuento | Mediana Minimo | Maximo .
Estindar hemos tenido mucha
A. hydrophila 4 2,1 |0,623832| 1,5 3,0 presencia de Aeromonas
sp. y Pseudomonas sp.
P. aeruginasa 26 8,0 5,54479 1.1 18,0 siempre hems tendio
S. putrefaciens 2 35 |0,707107 | 3.0 4,0 mayor presencia de de
vibrios.
V. alginolyticus 40 1.1 0,514782 0,9 3,0
d patdgeno identificado
27 1,8 |0,798235 | 1,0 5,0 .
parahaemolyticus mediante pruebas
V. vulnificus 19 2,0 | 0452608 | 1,0 3,0 bioguimicas API.




RESULTADOS
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Bioquimica por API (2016) Bioquimica por API (2017) Bioquimica por API (2020) Bioquimica por API (2021)
% Laboratorios Prevalencia Prevalencia
. . . Camaronera . ]
Especie compatib Especie Especie Especie
o E. Seca . S . __|Camaroneras . __|Camaroneras
ilidad Lluviosa Laboratorios Laboratorios
Aeromonas

V. , i V. h

alginolyticus |2345%| 17.60%| 1% sp.(hidrofila) - 10% . I’;:’irc zs”em 20% 20%
V. alginolyticus 7,0% Cavied 1

lAeromonas i i o Aeromonas o 0 Aeromonas 0 o
V. anguillarum 7,5% sp. >% sp.(hidrofila) 2% >% sp.(hidrofila) A 10%

Pseudomonas 0 Enteroccocus 0 . o
V. damsela 6,9% sp. - - 10% sp. - 2% V, vulnificus - 5%
V. harveyi 7,0% V. anguillarum|10,60%| 11,80% - otros 3% 15% V. Mimicus 1% 5%
U marinus 69% V. harveyi  |34,10%| 590% |  20% : ;e“dom""“s 10% 30% : Z;”d"mo"“ 20% 20%

V.

parahaemolyt (27,25%| 17,60% 30% V. algynoliticus 40% 10% v - 20% 20%

. o . algynoliticus
V. nereis 71% icus
v , o V. tubiashii 2,25% | 29,40% - V. Fluvialis - 10% V. Fluvialis - 3%
parahaemolyticus | 71%
V. splendidus |I. 77% V. vulnificus | 2,25% YA 15% V. Harveyi 8% 2% V. Harveyi 5% 2%
V. splendidus II. 71% Otros - - 5% V. Marinus 10% 10% V. Marinus 1% 1%
V. tubiashii 75% V. tubiashi 2% - otros 2% 4%
V. vulnificus V. vulnificus 10% -
;,/.Clzrah aemolit 15% 30%
S
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RESULTADOS

Aislados predominantes durante el ciclo larvario Porcentaje de aislados identificados en estadios larvarios
100% —0%—— 0%——0%——0% 0%
6%
90%
1.E+07 TCBS aeromona 80% 13% -
1.E+06
% 36%
1.E+05 -I -I TCBS aeromona . 7%
g 1.E+04 % 60% 1 13%
EI.E+O3 Stenotrophomonas E >0% 40%  13% 6%
7] 1LE+02 ma ltophilia % 20%
1.E+01 Serratia liquefaciens 30%
1.E+00 19%
S I AR RN Y S S S . 20%
ESTADIOS LARVARIOS
0% 0% 0%
& & & 5‘»\‘7’ &
. s o . ¢ S & R
* Las Aeromonas hidrdfila, Pseudomonas luteola, Vibrios & 07>°'s°° &é& ?;,&Q\* @@" Q,,@% &
e, . . . & Y & K XX & \'&\
parahaemoliticus juegan un papel importante en la| o & & ¢ &% &S
. 7 . (° A\ ) )
produccion larvaria, tanto en el agua como en los |« %@@ ¢
animales. AISLADOS IDENTIFICADOS
* La diversidad bacteriana en estos estadios hace que sean MPLAGUA - PLLARVAS P2 AGUAS P2 LARVAS

mas suceptibles a patologias. Zona de Santa Elena.
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100% 0.02%
8.06%
90% 16.90%
30% V. vulnificus
12.29% V. parahaemolyticus
* Las identificaciones por bandas de los 70% 42.90% V. mimicus
geles de DGGE, fueron secuenciadas V. fluvialis
para determinar mediante similitud de 60%
. , ) V. choleare
frecuencias los género bacterianos _ ]
50% 0.03% V. alginolyticus
presentes en las muestras de bandas de 3.70% o0
. . Rl Ps. luteola
mayor intensidad. 40%
B Ps. fluorescens/ putida
30% 16.76% 27.80% Ps. aeruginosa

Enterococcus sp.

o)
20% B Aeromonas

4.18%
mm 356%

0.61%
8.30%

10%

0%

XXI|
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RESULTADOS

. Amoxycillin

. Chloramphenicol
Enrofloxacin

. Gentamicin
Lincomycin
Nalidixic acid
Nitrofurantoin
Norfloxacin

. Streptomycin
10.Sulphamethoxazole
11. Tetracycline
12.Vancomycin

WONOU R WNE

A. hydrophila
20

V.vulnificus. 15
10
V.

parahemolityc ----------- G

us

V. ,
parahaemolyti”
cus .
V.
parahaemolity

~, P. aeruginasa

....... S. putrefaciens

V.

alginolyticus

LECTURER LOGO

Rango de Interpretacion

< /=a 10 mm. resistente
12 a 14 mm Intermedio

> 18 mm Sensible

La mayoria de bacterias presentaron
Resistencia a los antibioticos ensayados,
con valores de cero mm de inhibicién en
Su mayoria.

XX
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Antibidticos - Chloramphenicol

RESULTADOS

20 20
18 18
16
14 16
12 [ |
SN S [ ]
10 14
8 12
6
4 10
2 8
0
A2 2 o Q) o o O > 6
@ & K & & & & &
& ¢ B & & N > 4
8 & < N & < & 3
o 2 R & & & @ Q
Lol Q L K N N ? 2
5 2 2 &2 &
Q8 Q8 3 0
0_-' 6..‘ ‘,‘.‘ ‘,..' "..‘ 'b_-‘ (,'.' ‘,'.' ‘,_.‘ ‘,'.' . Q"’ S f,,i (,..' °"_.‘ f,'.' 0,-' 6,0‘. ‘,_.‘ ‘,..' "‘.‘ 0,.‘ "‘.' ‘,'.' c"_.‘ f,'.'
& ,&9 *o" ,;\<>> & & ,00’ c\c) ;&9 & F S ;&? ~\<>’ & & ,~°<>> *0’ ,6:9 & & ,-éo’ & ;00’ «&
F W T T T P T I T AT FTPFIT I FITFFE S
. F T FT T FHFT I F T HFNHTCTFLEHF T T ESHS ST HNS S S
A. hydrophila £ \50\“ & & ¥ ¢ & & € SRS \‘,'f S ¥ ¢ \¢}° LS & 8¢ \,53*‘ & &N
20 T VT Ve T VI (T Vel T Y
' RGIRY RS 2 GRS RS
» ! . & & & & < & & & &
V. vulnificus .. 15 4 ~P. aeruginasa QN QN 3 Q- Q2
10_a ’
V. parahemolitycus ----<----<- * ----------------- S. putrefaciens
.\ : L s
V. parahaemolyticus : ‘V. alginolyticus =
- XXI
V. parahaemolitycus FENAEAIM'25
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Antibidticos - Enrofloxacina

RESULTADOS

10 ¥ rwentn
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RESULTADOS

V. alginolyticus
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Antibidticos - Sulphamethoxazole

RESULTADOS
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RESULTADOS

Pseudomona aeruginosa

14
Amoxycillin
12 Chloramphenicol
10 Enrofloxacin
= Gentamicin

(0]

B Lincomycin
®m Nalidixic acid

Nitrofurantoin

Antibiograma (m
(@)}

B Norfloxacin

4
Streptomycin

2 Sulphamethoxazole

0 Tetracycline

Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa B Vancomycin

Yaguachi Santa Elena Taura El Morro Sabana Grande T
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RESULTADOS

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC).

g Ac. Lactico (A1)
‘3 500 concentraciones entre
=
g 700 400ppm y 600ppm
=
= 600
g
3‘25 500 Ac. Foérmico (A2)
£ 100 Concentraciones entre
g 400ppm y 800ppm
£ 300
Q
g
© 200
100 Ac. Acético (A3)
concentraciones entre
0
wild ma cie® nC“ nC“ ‘f\cﬂs zooppm M 800ppm
A.deop at’wg puﬂefa J a\%‘“oy a“aemoy e
' y.
Al mA2 A3 XXI
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RESULTADOS

LECTURER LOGO

Codigo Cliente: Tea Tree

Codigo NG: SSA-5548-2018

Concentraciones en ppm/Resultados en mm

Cepas Bacteriana 5

500 ppm | 250 ppm| 200 ppm | 150 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 25 ppm | 20 ppm | 10 ppm ppm
Aeromonas Hydrofila N N N N P P P P P P
Pseudomona aeroginosa N N N P P P P P P P
Vibrio parahaemolyticus N N N N P P P P P P
Pseudomonas putrefaciens N N N P P P P P P P

Codigo Cliente: Ajo Codigo NG: SSA-5548-2018
Concentraciones en ppm/Resultados en mm

Cepas Bacteriana 5

500 ppm | 250 ppm| 200 ppm | 150 ppm | 100 ppm | 50 ppm | 25 ppm | 20 ppm | 10 ppm ppm
Aeromonas Hydrofila N N N P P P P P P P
Pseudomona aeroginosa N N N N P P P P P P
Vibrio parahaemolyticus N N N N P P P P P P
Pseudomonas putrefaciens N N N N P P P P P P

Observacion: Los resultados del ensayo son obtenidos en base a las concentraciones sugeridas por el cliente.

48 HRS MEDIO SOLIDO
24 HRS MEDIO LiQUIDO

X
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LECTURER LOGO

Codigo Cliente: Canela

Codigo NG: SSA-5548-2018

Concentraciones en ppm/Resultados en mm
Cepas Bacteriana 500 250 200 150 100
50 ppm | 25 ppm| 20 ppm | 10 ppm| 5 ppm
ppm ppm ppm ppm ppm pp pp pp pp pp
Aeromonas Hydrofila N N N N N N 2 N N N
Pseudomona aeroginosa N N N N N N P N N N
Vibrio parahaemolyticus N N N N N P N P N N
Pseudomonas putrefaciens N N N N N N N N P N
Codigo Cliente: Peppermintc Codigo NG: SSA-5548-2018
Concentraciones en ppm/Resultados en mm
Cepas Bacteriana 500 250 200 150 100
50 ppm | 25 ppm |20 ppm| 10 ppm| S ppm
ppm ppm ppm ppm ppm pp pp pp pp pp
Aeromonas Hydrofila N N N N P N N N N N
Pseudomona aeroginosa N N N N P N N N N N
Vibrio parahaemolyticus N N N N N p N N N N
Pseudomonas putrefaciens N N N N P N N N N N

Observacion: Los resultados del ensayo son obtenidos en base a las concentraciones sugeridas por el cliente.

48 HRS MEDIO SOLIDO
24 HRS MEDIO LIQUIDO
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RESULTADOS
Cédigo Cliente: ACIDO ORGANICO+AC. ESENCIAL 1|C6digo NG: SSA-5548-2018
Concentraciones en ppm/Resultados en mm
+
Cepas Bacteriana 1500+5{1000+5 7:3 500+50({250+50{200+50{150+50{100+50| 50+50 | 25 +50
0 ppm | Oppm ppm Ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Aeromonas Hydrofila N N N P N N N N N N
Pseudomona aeroginosa N N N N P N N N N N
Vibrio parahaemolyticus N - P N N N N N N N
Pseudomonas putrefaciens N N N N P N N N N N
Codigo Cliente: ACIDO ORGANICO+AC. ESENCIAL 2 Codigo NG: SSA-5548-2018
Concentraciones en ppm/Resultados en mm
. +
Cepas Bacteriana 1500+5/1000+5 72?) 500+50{250+50{200+50{150+50{100+50| 50+50 |25 +50
0 ppm | Oppm ppm Ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Aeromonas Hydrofila N N N N N N N P N N
Pseudomona aeroginosa N N N N N N N N P N
Vibrio parahaemolyticus N N N N N P N N N N =
Pseudomonas putrefaciens N N N N P N N N N N PXX
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Resultados

Amplificacion del ARNr 16S
Se llevo la amplificacién del gen
16S a partir del ADN extraido de
las cepas patégenas, utilizando
primers universales 8F y 1492R

W e Y

%o nwe wnesw nH

Vweuwuwwe PuWgww gevoww
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1% agarcse slared In Eihichm Eromice
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Nota. Electroforesis del gen ARNr 16S purificado. Carriles: M; marcador

Nota. Electroforesis del gen ARNr 16S purificado. Carriles: M;
marcador de peso molecular de 1500 pb; 80-96, repeticiones de 71y 79 :; p(z:so ::nollczc)ular de 1500 pb; 21-31y Control (-); 32-39 y Control (-); 40-
y Control (-).

y Control (-). )




Resultados

Abundancia por zona muestreada

Bacterias secuenciadas en la zona de

Yaguachi.

)1
7'\

» Bacillus anthracis

= Bacillus cereus

= Bacillus tequilensis
Bacillus thuringiensis

= Brachybacterium sp.

= Corynebacterium sp.

» Exiguobacterium

. %ruolzus'}ggger faecalis

= Ochrobactrum anthropi

= Paracoccus sp.

» Pseudomonas sp.

= Pseudomonas stutzeri

= Psychrobacter sp.

= Shewanella algae

B. cereus, B. tequilensis, B. thuringiensis, de 16,67%, B. anthracis, abundancia y
4,17%. Para la especie Pseudomonas stutzeri, Exiguobacterium profundum se
hallé una abundancia de 12,50% y de 8,33% 4,17% cada una de ellas

Bacterias secuenciadas en la zona de

Taura.

&

@

n Vibrio parahaemolyticus

= Bacillus cereus

= Shewanella algae
Priestia aryabhattai

= Vibrio brasiliensis

= Vibrio cholerae

= Bacillus sp.

» Exiguobacterium sp.

» Staphylococcus sp.

» Staphylococcus xylosus

» Staphylococcus

« Beiils pumilus

= Providencia rettgeri

15% Shewanella algae y Exiguobacterium sp, Bacillus sp. y Staphylococcus
xylosus 11,11%y las especies ofras especies representaron el 5% de

abundancia




Resultados

Abundancia por zona muestreada

Bacterias secuenciadas en la zona de Santa Elena. Bacterias secuenciadas en la zona de Morro. Bacterias secuenciadas en la zona de Sabana Grande

= Alloiococcus otitis

 Vibrio alginolyticus
= Bacillus pumilus

5.88
= Exiguobacterium 5.88 = Staphylococcus sp. » Staphylococcus
profundum xylosus
Exiguobacterium - . : -
sp.g = Vibrio sp. Bacillus subtilis
= Bacillus subtilis « Vibrio cholerae
Staphylococcus

[ i ;

eRr?ctl’;?hytica saprophyticus Listeria grayi
= Bacillus = Vibrio

zhangzhouensis parahaemolyticus 5.88 » Staphylococcus sp
= Providencia o . .

rettgeri » Vibrio mediterranei = Morganella sp.

= Pseudomonas sp.

» Vibrio harveyi s Staphylococcus

= Bacillus

: . saprophyticus
amyloliquefaciens .
= Bacillus safensis * Vibrio natriegens = Vibrio sp.
= Bacillus sp.
B. sp. 16,67%, B safensis, Exiguobactrium profundum, V. mediterranei, Staphylococcus sp. 23,53%, la especie,V. Staphylococcus Sp. 47,06%, Staphylococcus
Rothia endophytica razén de 11,11% y 5,56% en A. ofitis, parahaemolyticus 17,65%, V. sp.11,76%, Staphylococcus ~ Saprophyticus, V. cholerae 11,76%, Morganella sp.,
B.  pumius, B.subtiis, B. zhangzhouensis, B. saprophyticus, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio ~ Vibrio sp., S. xylosus, B. subtilis, Listeria grayi 5,88%

amyloliquefaciens,Exiguobactrium sp. y Pseudomonas sp. natriengens de 5,88% cada una de ellas .




Resultados

Identificacion de aislados bacterianos

Se detectaron 18 géneros en las zonas muestreadas de Guayas

y Santa Elena.

- Staphylococcus sp. 21,88%

Bacillus sp, 20,83%

Vibrio sp. 19,79%.
Exiguobacterium sp. 9,38%
Pseudomonas sp. 6,25%
Shewanella sp. 5,21%
Providencia sp. 3,13%
Brachybacterium sp. 2,08%
Rothia sp. 2,08%

Paracoccus sp.
Listeria sp.

Priestia sp.
Ochrobactrum sp.
Psychrobacter sp.
Gulosibacter sp.
Corynebacterium sp.
Morganella sp.

Representaron 1,04% de
abundancia cada uno de
ellos.

Numero de bacterias identificadas en las zonas productivas de Guayas y Santa

Elena.

Vibrio sp.

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio natriegens

Vibric mediterranei
Vibrio harveyi

Vibrio cholerae

Vibric brasiliensis

Vibrio alginolyticus
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus sp.
Staphylococcus saprophyticus
Shewanella sp.
Shewanelia aigae

Rothia endophytica
Psychrobacter sp.
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas sp.
Providencia rettgeri
Priestia aryabhatiai
Faracoccus sp.
Ochirobactrum anthropi
Morganeilla sp.

Listeria grayi
Gulosibacter faecalis
Exiguobacterium sp.
Exiguobacterium profundum
Corynebacterium sp.
Brachybacterium sp.
Bacilius zhangzhouensis
Bacillus thuringiensis
Bacillus tequilensis
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Baciilus safensis

Bacitlus pumiius

Bacillus cereus

Bacillus anthracis
Bacillus amyloliquefaciens
Ailoiococcus otitidis

Especies bacterianas en las Zonas de Guayas y Santa Elena

Nota. Géneros y Especles’ bactéyjdnds, idehtificadas por°ld ‘Herramientfs

de Alineacion Local Basica BLAST.

Género
- Alloiococcus sp.

Bacillus sp.
. Brachybacterium sp.
- Corynebacterium sp.
Exiguobacterium sp.
. Gulosibacter sp.
Listeria sp.
- Morganelia sp.
. Ochrobactrum sp.
: Paracoccus sp.
- Priestia sp.
- Providencia sp.
| Pseudomonas Sp.
Psychrobacter sp.
Rothia sp.
. Shewanella sp.
- Staphylococcus sp.
. Vibrio sp.




Resultados

Arbol filogenético en zonas de Yaguachi y Taura

Yaguachi B33 Bacillus cereus

Taura E04 Bacillus cereus

Yaguachi B32 Bacillus cereus
Yaguachi B31 Bacillus cereus
Yaguachi B39 Bacillus cereus
Yaguachi B39 Bacillus anthracis
Taura F17 Staphylococcus xylosus
Taura F20 Staphylococcus saprophyticus
Taura F18 Staphylococcus xylosus
Taura F12 Staphylococcus sp

Taura F27 Staphylococcus sp

Taura F04 Priestia aryabhattai
Yaguachi B15 Baclillus tequilensis
Taura F25 Bacillus pumilus

Taura F10 Bacillus sp

Taura F11 Exiguobacterium sp
Yaguachi B16 Exiguobacterium profundum
Yaguachi B17 Exiguobacterium profundum
Yaguachi B18 Exiguobacterium profundum
Taura F09 Exiguobacterium sp.
Taura F13 Exiguobacterium sp.
Yaguachi BO2 Paracoccus sp.
Yaguachi B39 Ochrobactrum anthropi
Yaguachi B0O8 Corynebacterium sp.
Yaguachi B12 Gulosibacter faecalis
Yaguachi B28 Brachybacterium sp.
Yaguachi B34 Brachybacterium sp.
Taura FO6 Vibrio brasiliensis
Yaguachi B25 Bacillus thuringiensis
Yaguachi B04 Pseudomonas stutzeri
Yaguachi B0O6 Pseudomonas stutzeri
Yaguachi B24 Pseudomonas sp.
Yaguachi BO7 Pseudomonas stutzeri
Yaguachi BO5 Pseudomonas sp.
Yaguachi B19 Psychrobacter sp.
Taura F26 Providencia rettgeri

Taura EO02 Vibrio parahaemolyticus
Taura FO1 Vibrio parahaemolyticus
Taura FO8 Vibrio cholerae

Yaguachi B13 Shewanella algae
Yaguachi B14 Shewanella sp.

Taura EO05 Shewanella algae

Taura EO6 Shewanella algae

Taura FO7 Shewanella algae

45

Arbol filogenético en zonas de Sabana
Grande, Santa Elena y el Morro

s»llorro F33 Staphylococcus saprophyticus
Morro F34 Staphylococcus sp.

Morro F32 Staphylococcus sp.

(;\llorro F320 Staphylococcus sp

§ Grande G14 Staphylococcus sp

) ? Grande G13 Staphylococcus sp.

0.05 0, oS' Grande G09 Staphylococcus saprophyticus
0S Grande G01 Staphylococcus xylosus

JDS Grande G11 Staphylococcus sp
JuS' Grande G16 Staphylococcus saprophyticus
w—°|_uT S. Grande G06 Staphylococcus sp
s | &9 -'320_018 Grande G07 Staphylococcus sp
0.00.{, 2 S. Grande GO04 Listeria grayi
0.01400 S. Grande GO0O5 Staphylococcus sp.
- S. Grande G15 Staphylococcus sp

0.08

0.01 oToE Morro F35 Staphylococcus sp
0.011 1_g+§ Grande G022 Bacillus subtilis
0-0§'DDSta Elena C10 Bacillus sp.
l:'Sla Elena B52 Bacillus subtilis
Y c‘Sta Elena CO03 Bacillus amyloliquefaciens
0.0 Sta Elena D01 Bacillus sp.
D-fOZ I OSta Elena B54 Bacillus zhangzhouensis
e a‘i‘nla Elena C04 Bacillus safensis
u.nnSta Elena CO08 Baclillus safensis
109, c‘Sta Elena B57 Exiguobacterium profundum
Tgtfsm Elena B47 Exiguobacterium profundum
0~000'018ta Elena B49 Exiguobacterium profundum
T E— Sta Elena B50 Rothia endophytica
100 = S. Grande GO3 Vibrio cholerae
0.10 100 100 oSta Elena B58 Providencia rettgeri
¥ Ta T:'“E%Elsta Elena B62 Providencia rettgeri
0.00 - ’ 0. S. Grande GO08 Morganella sp.
S. Grande G10 Vibrio cholerae
0.00 |§.02
o1 1Morro F28 Vibrio alginolyticus
0.00 ] @/Iorro F36 Vibrio sp.
Morro F40 Vibrio parahaemolyticus
: Morro F37 Vibrio parahaemolyticus
OlMorro F38 Vibrio parahaemolyticus
s¥F Morro F41 Vibrio mediterranei
o7 Morro F46 Vibrio natriegens
= Morro F31 Vibrio sp
19 oMorro F39 Vibrio mediterranei
o,ca'd\llorro F43 Vibrio mediterranei
sl Morro F42 Vibrio harveyi
- (Morro F45 Vibrio mediterranei
u.o?' Grande G17 Vibrio sp.
== Sta Elena B44 Alloiococcus otitis
«ﬂ = Sta Elena B46 Bacillus pumilus
0.01 ¥an Sta Elena D05 Bacillus sp

XX
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1/

Los agares selectivos como el
TCBS,CHROMOAGAR,
CETRIMIDE no presentaron
especificidad, puediendo
inducir sesgos al permitir el
crecimiento de bacterias
tolerantes a la sucrosa. (Sirvas
et al., 2021,Gao et al., 2019).

2/

Kit Api20 identificéd
principalmente Aeromona
hydrophila  3,39%, P.
aeruginosa 22,03%,
Shewanella putrefaciens
1,69%, V.alginolyticus
33,90%, V.parahaemolytic
us 22,88%, V. vulnificus
16,10%

3/

Enfoques moleculares
identificaron otros
géneros y especies, en
comparacion con el
meétodo tradicional API20
NE (Khodzori et al., 2021;
Khouadja et al., 2022).

4/

18 géneros identificados
en las 5 zonas
asociadas a
patogenicidad: Vibrios
sp., Pseudomonas sp.,
Shewanella algae,
Staphylococcus sp.,
Providencia rettgeri,

Gulosibacter faecalis,
Listeria
Morganella sp.

grayi,




5/

Las cepas P. aeruginasa, A.
hidrophila, S. putrefaciens,
V. parahemoliticus , W
vulnificus; V. algnolitycus
algunos de los serotipos
analizados, fueron los mas
resistentes a Ila gran
mayoria de antibioticos
analizados, independiente de
la zona y la salinidad de
donde fueron aisladas.

6/

La Enrofloxacina presenté
una alta sensibilidad en el
control de A. hydrophila y
V. alginoliticus con 18+ 0,43
mm.

Ante la enfermedades
AHPND causada por Vibrio
parahaemolyticus, (toxinas
Pir Ay Pir B), puede ser una
alternativa, sin embargo
fue prohibido.

7/

Los acidos organicos
presentaron valores de 800 a
1000 ppm con efecto
bactericida sobre las baterias
resistentes. Los aceites
escenciales con resultados
100 a 50 ppm.

La mezcla de acidos organicos
y Ac. Esenciales potencializa
su accion bactericida, siendo
una excelente alternativa de

uso.




8/

Se hallaron bacterias
relacionadas a contaminacion
antropogénica como

Staphyloccus xylosus, S.
saprophyticus, Gulosibacter
faecalis, Listeria grayi y
Morganella

9/

Se encontraron cepas
probidticas como Bacillus sp.,
Exiguibacterium sp.,

Paracoccus sp. esta ultima
utiizada en probibdticos para
peces.

Bacillus thuringiensis estuvo
asociado evolutivamente a
cepas de Pseudomonas sp.,
debido a la versatilidad
metabolica  que tienen las
bacterias.

10/

Povidencia rettgeri fue
detectada en Santa Elena,
siendo una especie capaz
de compartir genes de
resistencia a antibioticos,
debido a su cercania
filogenética con los vibrios.

XXI|
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