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INTRODUCCIÓN

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

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

Emplear productos mas amigables en el manejo del control bacteriano para
disminuir RAM.
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PROBLEMÁTICA
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Determinar la sensibilidad de antibióticos de las bacterias aisladas de camarones
mediante metodología de Kirby-Baue y la Concentración Mínima Inhibitoria con
productos profilácticos.

OBJETIVO
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Aislamiento de bacterias en agar TCBS e
identificación molecular de Sparus aurata y
Penaeus indicus.

Introducción
Antecedentes

El uso del agar TCBS, históricamente ha sido selectivo para
vibrios, permitió el aislamiento de diferentes morfotipos
bacterianos, pero la secuenciación de 16S rRNA reveló la
presencia de otras bacterias que no pertenecen al género
Vibrio, como Aeromonas y Photobacterium.

(Abdulhakeem, M et al., 2023)



Introducción
Antecedentes

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

Nota. Estructura histológica del hepatopáncreas de
L. vannamei durante el estrés térmico

Nota. Polirribonucleótido de aproximadamente 1500
nucleótidos codificado por el gen rrs

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

Interacciones Bacterianas

+
-
-

Fuente: CEFAS, Reino Unido.



Bacterias
viables

Identificación
bioquímica

Extracción de
ADN y

Secuenciación
bacterianaBALLENITA

SAN PABLO

MONTEVERDE

PALMAR

MAR BRAVO

LA DIABLICA

VALDIVIA

PLAYA BRUJA

SAN JOSÉ Objetivo General

Identificar bacterias patógenas asociadas a zonas productivas en
camarón Litopenaeus vannamei en las Provincias del Guayas y Santa
Elena mediante la secuenciación de la región del gen que codifica el
ARN ribosomal 16S.



• 80 piscinas
• 118 bacterias

METODOLOGÍA

Área de estudio

UBICACIÓN DE SISTEMAS DE PRODUCCIÓN DE CAMARÓN. Fuente: Google Earth, 2017

Se recolectaron 118 muestras en diferentes zonas productoras de camarón y
Ecuador en las coordenadas 2º08’41’’S 79º53’12``W.

Yaguachi (2°11′24″S
79°53′15″O)

Santa Elena (2°13'0"
S y 81°0'0" W)

El Morro (2°39'0" S
y 80°19'0"W)

Taura (-2°18′41.04
- 79°43′54.93)

Sabana Grande ( -
80.2179869, -
2.4784419)
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METODOLOGÍA

Recolección de muestras
(2 por semana)

Extracción demuestras
(larvas)

Extracción demuestras
(juveniles)

Incubación de placas
(a 32ºC ± 2ºC por 24 horas)

Caracterización
de bacterias

Identificación bioquímica

Antibiograma empleando 12 antibióticos
comerciales

Concentración mínima inhibitoria (MIC)
utilizando placas de micro Elisa

Extracción de
patógenos

Sembrado a 1:100 y 1:1000 por el
método de vertido a profundidad

Tamaño, elevación, forma,
bordes, consistencia y color

Clasificación de reacciones químicas

Se colocó una dilución en medio liquido
a cinco concentraciones diferentes

10 muestras 10 muestras

(200ppm, 400ppm, 600ppm, 800ppm, 1000ppm)

Se emplearon controles positivos y negativos para
verificar la manipulación
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Metodología
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Yaguachi

Sante elena

El Morro
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Sabana Gránde

• 80 piscinas
• 118 bacterias

• Yaguachi 24 aislados
• Santa Elena 29 aislados
• Morro 18 aislados
• Taura 23 aislados
• Sabana grande 24 aislados

Resultados



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



Bioquímica por API (2016) Bioquímica por API (2017) Bioquímica por API (2020) Bioquímica por API (2021)

Especie
%

compatib
ilidad

Especie
Laboratorios

Camaronera
s

Especie
Prevalencia

Especie
Prevalencia

E. Seca
E.
Lluviosa Laboratorios

Camaroneras
Laboratorios

Camaroneras

V. alginolyticus 7,0%
V.
alginolyticus

23,45% 17,60% 15%
Aeromonas
sp.(hidrofila)
Cavied 1

- 10%
V.parahaem
olyticus

20% 20%

V. anguillarum 7,5%
Aeromonas
sp.

- - 5%
Aeromonas
sp.(hidrofila)

2% 5%
Aeromonas
sp.(hidrofila)

26% 10%

V. damsela 6,9%
Pseudomonas
sp.

- - 10%
Enteroccocus
sp.

- 2% V, vulnificus - 5%

V. harveyi 7,0% V. anguillarum 10,60% 11,80% - otros 3% 15% V. Mimicus 1% 5%

V. marinus 69% V. harveyi 34,10% 5,90% 20%
Pseudomonas
sp.

10% 30%
Pseudomona
s sp.

20% 20%

V. nereis 71%

V.
parahaemolyt
icus

27,25% 17,60% 30% V. algynolíticus 40% 10%
V.
algynolíticus

20% 20%

V.
parahaemolyticus 71% V. tubiashii 2,25% 29,40% - V. Fluvialis - 10% V. Fluvialis - 3%

V. splendidus I. 77% V. vulnificus 2,25% 17,60% 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 75% V. vulnificus 10% -

V.Parahaemolit
ycus

15% 30%

Resultados



• Las Aeromonas también pueden ser reconocidas en agares selectivos como el TCBS así como otras
especies Stenotrophomonas maltophila y Serratia liquefaciens
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• La diversidad bacteriana en estos estadios hace que sean mas suceptibles a patologías.

20%

7% 7%
0%

20%

0%

7%

7%

0%

7%

7% 20%

13%

0%

40% 13%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

7% 27%

13%

19%

6%
0%

13%

6%

0%

0%

0%

0%

0%

44%

0%

36%

0% 0% 0% 0% 0%

9%

27%

0%

18%

9%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

P
re
va
le
n
ci
a
(%

)

AISLADOS IDENTIFICADOS

Porcentaje de aislados identificados en estadios larvarios
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Resultados

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



Primers 968FGC – 1378 Rx
Adobe foto shop 7.0

ADN DGGE, gradiente 40 – 60 acrilamida

PERFIL DE BANDAS BACTERIANAS BACTERIAS NO CULTIVABLES

GEL COMPARE II VERSIÓN 6.0 jaccard banda

Perfil de bandas bacterianas

Resultados



• Las identificaciones por bandas de
los geles de DGGE, fueron clonadas
y secuenciadas para determianar
mediante similitud de frecuencias los
género bacterianos presentes en las
muestras de bandas de mayor
intensidad.
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RESULTADOS
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• 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
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RESULTADOS
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Vibrio vulnificus

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

En años anteriores no
hemos tenido mucha
presencia de Aeromonas
sp. y Pseudomonas sp.
siempre hems tendio
mayor presencia de de
vibrios.

patógeno identificado
mediante pruebas
bioquímicas API.

Análisis bioquímico Recuento Mediana
Desviación

Estándar
Mínimo Máximo

A. hydrophila 4 2,1 0,623832 1,5 3,0

P. aeruginasa 26 8,0 5,54479 1,1 18,0

S. putrefaciens 2 3,5 0,707107 3,0 4,0

V. alginolyticus 40 1,1 0,514782 0,9 3,0

V.

parahaemolyticus
27 1,8 0,798235 1,0 5,0

V. vulnificus 19 2,0 0,452608 1,0 3,0

LECTURER LOGO



RESULTADOS

Bioquímica por API (2016) Bioquímica por API (2017) Bioquímica por API (2020) Bioquímica por API (2021)

Especie
%

compatib
ilidad

Especie
Laboratorios

Camaronera
s

Especie
Prevalencia

Especie
Prevalencia

E. Seca
E.
Lluviosa Laboratorios

Camaroneras
Laboratorios

Camaroneras

V. alginolyticus 7,0%
V.
alginolyticus

23,45% 17,60% 15%
Aeromonas
sp.(hidrofila)
Cavied 1

- 10%
V.parahaem
olyticus

20% 20%

V. anguillarum 7,5%
Aeromonas
sp.

- - 5%
Aeromonas
sp.(hidrofila)

2% 5%
Aeromonas
sp.(hidrofila)

26% 10%

V. damsela 6,9%
Pseudomonas
sp.

- - 10%
Enteroccocus
sp.

- 2% V, vulnificus - 5%

V. harveyi 7,0% V. anguillarum 10,60% 11,80% - otros 3% 15% V. Mimicus 1% 5%

V. marinus 69% V. harveyi 34,10% 5,90% 20%
Pseudomonas
sp.

10% 30%
Pseudomona
s sp.

20% 20%

V. nereis 71%

V.
parahaemolyt
icus

27,25% 17,60% 30% V. algynolíticus 40% 10%
V.
algynolíticus

20% 20%

V.
parahaemolyticus 71% V. tubiashii 2,25% 29,40% - V. Fluvialis - 10% V. Fluvialis - 3%

V. splendidus I. 77% V. vulnificus 2,25% 17,60% 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 75% V. vulnificus 10% -

V.Parahaemolit
ycus

15% 30%
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RESULTADOS

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

• La diversidad bacteriana en estos estadios hace que sean
mas suceptibles a patologías. Zona de Santa Elena.
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RESULTADOS

• Las identificaciones por bandas de los
geles de DGGE, fueron secuenciadas
para determinar mediante similitud de
frecuencias los género bacterianos
presentes en las muestras de bandas de
mayor intensidad.
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RESULTADOS

1. Amoxycillin
2. Chloramphenicol
3. Enrofloxacin
4. Gentamicin
5. Lincomycin
6. Nalidixic acid
7. Nitrofurantoin
8. Norfloxacin
9. Streptomycin
10.Sulphamethoxazole
11. Tetracycline
12.Vancomycin
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Rango de Interpretación

< /= a 10 mm. resistente

12 a 14 mm Intermedio

> 18 mm Sensible

La mayoría de bacterias presentaron
Resistencia a los antibioticos ensayados,
con valores de cero mm de inhibición en
su mayoría.
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RESULTADOS
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Pseudomona aeruginosa

Amoxycillin

Chloramphenicol

Enrofloxacin

Gentamicin

Lincomycin

Nalidixic acid

Nitrofurantoin

Norfloxacin

Streptomycin

Sulphamethoxazole

Tetracycline

Vancomycin
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RESULTADOS
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Ac. Láctico (A1)
concentraciones entre
400ppm y 600ppm

Ac. Fórmico (A2)
Concentraciones entre
400ppm y 800ppm

Ac. Acético (A3)
concentraciones entre
200ppm y 800ppm

Concentración Mínima Inhibitoria (MIC).
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RESULTADOS
Código Cliente: Tea Tree Código NG: SSA-5548-2018

Cepas Bacteriana
Concentraciones en ppm/Resultados en mm

500 ppm 250 ppm 200 ppm 150 ppm 100 ppm 50 ppm 25 ppm 20 ppm 10 ppm
5
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

Código Cliente: Ajo Código NG: SSA-5548-2018

Cepas Bacteriana
Concentraciones en ppm/Resultados en mm

500 ppm 250 ppm 200 ppm 150 ppm 100 ppm 50 ppm 25 ppm 20 ppm 10 ppm
5
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

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

48 HRS MEDIO SÓLIDO
24 HRS MEDIO LÍQUIDO
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RESULTADOS
Código Cliente: Canela Código NG: SSA-5548-2018

Cepas Bacteriana
Concentraciones en ppm/Resultados en mm

500
ppm

250
ppm

200
ppm

150
ppm

100
ppm

50 ppm 25 ppm 20 ppm 10 ppm 5 ppm

Aeromonas Hydrofila N N N N N N P 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

Código Cliente: Peppermintc Código NG: SSA-5548-2018

Cepas Bacteriana
Concentraciones en ppm/Resultados en mm

500
ppm

250
ppm

200
ppm

150
ppm

100
ppm

50 ppm 25 ppm 20 ppm 10 ppm 5 ppm

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

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

48 HRS MEDIO SÓLIDO

24 HRS MEDIO LÍQUIDO
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RESULTADOS

Código Cliente: ÁCIDO ORGÁNICO+AC. ESENCIAL 1 Código NG: SSA-5548-2018

Cepas Bacteriana

Concentraciones en ppm/Resultados en mm

1500+5
0 ppm

1000+5
0ppm

750+
50
ppm

500+50
ppm

250+50
ppm

200+50
ppm

150+50
ppm

100+50
ppm

50+50
ppm

25 +50
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 N P N N N N N N N
Pseudomonas putrefaciens N N N N P N N N N N

Código Cliente: ÁCIDO ORGÁNICO+AC. ESENCIAL 2 Código NG: SSA-5548-2018

Cepas Bacteriana

Concentraciones en ppm/Resultados en mm

1500+5
0 ppm

1000+5
0ppm

750+
50
ppm

500+50
ppm

250+50
ppm

200+50
ppm

150+50
ppm

100+50
ppm

50+50
ppm

25 +50
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
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Amplificación del ARNr 16S
Se llevo la amplificación del gen
16S a partir del ADN extraído de
las cepas patógenas, utilizando
primers universales 8F y 1492R

Nota. Electroforesis del gen ARNr 16S purificado. Carriles: M; marcador
de peso molecular de 1500 pb; 21-31 y Control (-); 32-39 y Control (-); 40-
59 y Control (-).

Nota. Electroforesis del gen ARNr 16S purificado. Carriles: M;
marcador de peso molecular de 1500 pb; 80-96, repeticiones de 71 y 79
y Control (-).
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Abundancia por zona muestreada

Bacterias secuenciadas en la zona de
Yaguachi.

4.17

16.67

4.17

4.17

8.33

4.17

12.50
4.17

4.17

4.17

8.33

12.50

4.17

4.17
4.17

Bacillus anthracis

Bacillus cereus

Bacillus tequilensis

Bacillus thuringiensis

Brachybacterium sp.

Corynebacterium sp.

Exiguobacterium
profundum
Gulosibacter 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
halló una abundancia de 12,50% y de 8,33% 4,17% cada una de ellas

Bacterias secuenciadas en la zona de

Taura.

10.00

5.00

15.00

5.00

5.00

5.00

10.00

15.00

5.00

10.00

5.00

5.00
5.00

Vibrio parahaemolyticus

Bacillus cereus

Shewanella algae

Priestia aryabhattai

Vibrio brasiliensis

Vibrio cholerae

Bacillus sp.

Exiguobacterium sp.

Staphylococcus sp.

Staphylococcus xylosus

Staphylococcus
saprophyticus
Bacillus pumilus

Providencia rettgeri

15% Shewanella algae y Exiguobacterium sp, Bacillus sp. y Staphylococcus
xylosus 11,11%y las especies otras especies representaron el 5% de
abundancia
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Abundancia por zona muestreada

Bacterias secuenciadas en la zona de Morro.

5.88

23.53

11.76

5.8817.65

23.53

5.88

5.88

Vibrio alginolyticus

Staphylococcus sp.

Vibrio sp.

Staphylococcus
saprophyticus

Vibrio
parahaemolyticus

Vibrio mediterranei

Vibrio harveyi

Vibrio natriegens

Bacterias secuenciadas en la zona de Sabana Grande

5.88

5.88

11.76

5.88

47.06

5.88

11.76

5.88

Staphylococcus
xylosus

Bacillus subtilis

Vibrio cholerae

Listeria grayi

Staphylococcus sp.

Morganella sp.

Staphylococcus
saprophyticus

Vibrio sp.

V. mediterranei, Staphylococcus sp. 23,53%, la especie,V.
parahaemolyticus 17,65%, V. sp.11,76%, Staphylococcus
saprophyticus, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio
natriengens de 5,88%

Staphylococcus sp. 47,06%,Staphylococcus
saprophyticus, V. cholerae 11,76%, Morganella sp.,
Vibrio sp., S. xylosus, B. subtilis, Listeria grayi 5,88%
cada una de ellas .

Bacterias secuenciadas en la zona de Santa Elena.

5.56
5.56

11.11

5.56

5.56

11.11

5.5611.11

5.56

5.56

11.11

16.67

Alloiococcus otitis

Bacillus pumilus

Exiguobacterium
profundum

Exiguobacterium
sp.

Bacillus subtilis

Rothia
endophytica

Bacillus
zhangzhouensis

Providencia
rettgeri

Pseudomonas sp.

Bacillus
amyloliquefaciens

Bacillus safensis

Bacillus sp.

B. sp. 16,67%, B safensis, Exiguobactrium profundum,
Rothia endophytica razón de 11,11% y 5,56% en A. otitis,
B. pumilus, B.subtilis, B. zhangzhouensis, B.
amyloliquefaciens,Exiguobactrium sp. y Pseudomonas sp.
.
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Identificación de aislados bacterianos
.
Número de bacterias identificadas en las zonas productivas de Guayas y Santa
Elena.

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.

Nota. Géneros y Especies bacterianas identificadas por la Herramienta de Búsqueda
de Alineación Local Básica BLAST.
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Árbol filogenético en zonas de Yaguachi y Taura
Árbol filogenético en zonas de Sabana
Grande, Santa Elena y el Morro

Resultados



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).

Kit Api20 identificó
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%

1/ 2/ 3/ 4/
Enfoques moleculares
identificaron otros
géneros y especies, en
comparación con el
método tradicional API20
NE (Khodzori et al., 2021;
Khouadja et al., 2022).

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



5/ 6/ 7/

La Enrofloxacina presentó
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 A y Pir B), puede ser una
alternativa, sin embargo
fue prohibido.

Los ácidos orgánicos
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 ácidos orgánicos
y Ac. Esenciales potencializa
su acción bactericida, siendo
una excelente alternativa de
uso.

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



8/ 9/ 10/
Se encontraron cepas
probióticas como Bacillus sp.,
Exiguibacterium sp.,
Paracoccus sp. esta última
utilizada en probióticos para
peces.
Bacillus thuringiensis estuvo
asociado evolutivamente a
cepas de Pseudomonas sp.,
debido a la versatilidad
metabolica que tienen las
bacterias.

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

Se hallaron bacterias
relacionadas a contaminación
antropogénica como
Staphyloccus xylosus, S.
saprophyticus, Gulosibacter
faecalis, Listeria grayi y
Morganella
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