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RESUMEN

La actividad langostinera frecuentemente se ha visto enfrentada por numerosas enfermedades bacterianas, entre
ellas la causada por cepas de Vibrio parahaemolyticus, portadoras de los genes de las toxinas pirA y pirB (VP onp)-
Una practica comun para el tratamiento de estas enfermedades es la aplicacion de antibiédticos, sin embargo, su uso
indiscriminado representa un riesgo para la salud ptblica, lo que ha conllevado a la bisqueda de nuevas alternativas
como la suplementacién de antagonistas probidticas y/o el uso de compuestos organicos. La presente investigacién
tuvo como objetivo, evaluar la capacidad probidtica de microorganismos nativos de Penaeus vannamei en sinergia con
compuestos orgdanicos. Para ello, se realiz6 el aislamiento y caracterizacidn molecular de bacterias, posteriormente
se evalud su capacidad probidtica a través de ensayos de antagonismo in vitro mediante la técnica de discos de agar,
enfrentados con cepas patdgenas de Vibrio previamente identificadas. Los aislados que mostraron capacidad de
inhibicién, fueron evaluados por la PCR, para detectar los genes relacionados a los péptidos antimicrobianos (AMP)
logrando seleccionar una cepa (45) positiva para el gen surfactin y dos cepas (47 y 59) positivas para surfactin, bacylisin,
bacyllomicin y fengycin. La cepa 45 mejoré la supervivencia del P. vannamei retado con vibrios (AHPND+) cuando fue
inoculada, de forma individual y en combinacién con el acido orgéanico “ProtAcid”. El uso combinado de la bacteria y
el acido organico se propone como una estrategia profilactica para disminuir el impacto por las infecciones de vibrios
en el cultivo de langostino.

PALABRAS cLAVE: probioticos, Penaeus vannamei, sinergia

ABSTRACT

Shrimp aquaculture is continually threatened by bacterial diseases, particularly those caused by Vibrio parahaemolyticus
strains harboring the pirA and pirB toxin genes (Vp, .,)- Although antibiotics are widely used to control these
infections, their excessive and indiscriminate application has raised major concerns regarding antimicrobial resistance
and public health, highlighting the need for sustainable alternative strategies such as probiotics and organic compounds.
This study evaluated the probiotic potential of native bacterial isolates associated with Penaeus vannamei and their
synergistic interaction with organic compounds. Bacterial strains were isolated and molecularly characterized, and their
antagonistic activity against pathogenic Vibrio strains was assessed in vitro using agar diffusion assays. Isolates showing
inhibitory effects were further analyzed by PCR to detect genes encoding antimicrobial peptides (AMPs). One isolate
(strain 45) was positive for the surfactin gene, whereas two additional isolates (strains 47 and 59) carried genes associated
with surfactin, bacylisin, bacillomycin, and fengycin. Among the evaluated isolates, strain 45 significantly enhanced the
survival of P. vannamei experimentally challenged with AHPND-positive Vibrio strains, both when administered alone
and in combination with the organic acid formulation ProtAcid. These findings suggest that the synergistic application
of probiotic bacteria and organic acids represents a promising prophylactic strategy to reduce the impact of Vibrio-
associated diseases in P. vannamei aquaculture.

Keyworps: probiotics, Penaeus vannamei, synergistic effect
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1. INTRODUCCION

La acuicultura se ha consolidado como una acti-
vidad estratégica para la economia peruana, no
solo por su contribucion a la generacion de di-
visas y empleos, sino también por su papel fun-
damental en la seguridad alimentaria nacional y
global. Este sector exhibe la tasa de crecimiento
mas alta entre todas las industrias productoras
de alimentos, constituyéndose en un pilar clave
para afrontar la creciente demanda mundial de
proteinas de origen acuatico (FAO, 2024).

En este contexto, la produccion del langostino
blanco Penaeus vannamei representa uno de los
principales rubros de la acuicultura en Perq,
concentrandose cerca del 90 % de su produc-
cién nacional en el departamento de Tumbes
(ProMPERU, 2022). Sin embargo, este sector en-
frenta desafios significativos, como la caida de
los precios internacionales y la recurrencia de
enfermedades infecciosas, que comprometen su
sostenibilidad (OannEs, 2024).

Entre las enfermedades mas relevantes se en-
cuentra la causada por el Virus de la Mancha
Blanca (VSMB) cuya aparicion en 1999 ocasion6
graves pérdidas econdémicas y motivo la imple-
mentacion de politicas sanitarias mas estrictas
(SERRANO-MARTINEZ ef al., 2022). Actualmente,
la amenaza persiste debido a brotes emergentes,
como la Enfermedad de la Necrosis Hepatopan-
creatica Aguda (AHPND) provocada por cepas
patdgenas de Vibrio, capaces de generar morta-
lidades masivas en etapas tempranas de cultivo
(Hong et al., 2016; OMSA, 2023; SoTo-MARFILENO
et al., 2024).

Frente a estas enfermedades, el uso de anti-
microbianos ha sido una practica comun. No
obstante, su aplicaciéon indiscriminada conlle-
va riesgos para la salud publica, como reac-
ciones adversas, disbiosis intestinal y el desa-
rrollo de resistencia antimicrobiana (RAM) lo
que compromete la eficacia de los tratamientos
terapéuticos (HuanamBaL Sovero, 2020; Re-
VERTER ¢t al., 2020). Esta problematica ha gene-
rado una creciente preocupacién por parte de
organismos internacionales como FDA, OMS,
OMSA y FAO, impulsando regulaciones mas
estrictas para el uso de antibioticos en la pro-
duccién acuicola (WHO & FAO, 2001; Resoru-

1. INTRODUCTION

Aquaculture has emerged as one of the fastest-
growing food-production sectors worldwide
and plays a critical role in global food security,
employment  generation, and  economic
development. In Peru, the industry has become
strategically important due to its contribution
to foreign exchange earnings and its capacity to
meet the increasing global demand for aquatic
protein resources (FAO, 2024).

Within the Peruvian aquaculture sector, the
farming of Penaeus vannamei represents one
of the most economically important activities,
with nearly 90% of national production
concentrated in the Tumbes region (PROMPERY,
2022). Despite its relevance, the industry faces
persistent challenges, including fluctuations in
international market prices and the emergence of
infectious diseases that compromise productivity
and sustainability (OanNEs, 2024).

Among the diseases affecting P. vannamei
culture, White Spot Syndrome Virus (WSSV)
has historically caused severe economic losses
since its emergence in Peru in 1999, leading
to the implementation of stricter sanitary and
biosecurity measures (SERRANO-MARTINEZ et al.,
2022). More recently, Acute Hepatopancreatic
Necrosis Disease (AHPND), caused by
pathogenic Vibrio strains, has become one of the
most serious threats to shrimp aquaculture due
to its ability to induce massive mortalities during
the early stages of cultivation (Hong et al., 2016;
OMSA, 2023; Sotro-MARFILERO et al., 2024).

The extensive use of antimicrobial agents to control
bacterial outbreaks has raised increasing concern
because of their potential adverse effects on public
health and the environment. Indiscriminate
antibiotic application may promote intestinal
dysbiosis, generate adverse physiological effects,
and accelerate the development of antimicrobial
resistance (AMR), thereby reducing the effectiveness
of therapeutic treatments (HuaNnamBAL SovEero, 2020;
RevVERTER ef al., 2020). Consequently, international
organizations such as the FDA, WHO, OMSA, and
FAO have promoted stricter regulations regarding
antibiotic use in aquaculture systems (WHO &
FAOQO, 2001; ResorucioN pE DireccioN Ejecutiva N°
057-2016-SANIPES-DE, 2016).
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c16N DE DireccidoN Ejecutiva N2 057-2016-SA-
NIPES-DE, 2016).

En este escenario, los probidticos emergen como
alternativa biotecnoldgica prometedora. Se tra-
ta de microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confie-
ren beneficios a la salud del hospedador, pro-
moviendo el equilibrio microbiano intestinal y
estimulando la respuesta inmune (VERSCHUERE
et al., 2000; WHO & FAO, 2001). Diversos estu-
dios han demostrado que cepas de Bacillus spp.,
Lactobacillus spp., Enterococcus spp. y Pediococ-
cus spp. producen compuestos antimicrobianos
como bacteriocinas, lisozimas, sideréforos y pe-
roxidos, capaces de inhibir patégenos acuaticos
(Navak, 2010; Har, 2015; MipHuN et al., 2017;
E1-Saapony et al., 2021).

Por ejemplo, Bacillus subtilis ha sido identifica-
do como portador de genes que codifican pép-
tidos antimicrobianos como la fengicina, surfac-
tina, bacilisina y subtilisina A, efectivos contra
cepas de Vibrio causantes de AHPND (WAaNG et
al., 2020). Asimismo, cepas que contienen genes
como srfAA y bacA han mostrado alta eficacia en
la inhibicion de Vibrio parahaemolyticus AHPND
(VPAHPND) con tasas de supervivencia superio-
res al 80 % en langostinos desafiados experimen-
talmente (FEria et al., 2019; PROESPRATWONG et al.,
2023; Soto-MARFILENO et al., 2024).

Paralelamente, los acidos organicos de cadena
corta también han demostrado propiedades an-
timicrobianas. Estudios in vitro han evidenciado
que compuestos como el dcido férmico y el &ci-
do acético inhiben efectivamente el crecimiento
de Vibrio harveyi, mientras que mezclas de 4cidos
organicos y aceites esenciales han mejorado la
composicion microbiana intestinal de P. vanna-
mei 'y la expresion de genes inmunoldgicos como
la lisozima y la catalasa (MINE & BooraTny, 2011;
He et al., 2017).

En este marco, la presente investigaciéon tuvo
como objetivo identificar cepas bacterianas con
potencial probidtico aisladas de langostinos pro-
venientes de sistemas de cultivo y ambientes na-
turales y, evaluar su efecto individualmente y en
sinergia con compuestos organicos selecciona-
dos, sobre el crecimiento y la supervivencia de
P. vannamei.

In response to these challenges, probiotics have
gained considerable attention as sustainable
biotechnological  alternatives  for  disease
preventionand healthmanagementinaquaculture.
Probiotics are defined as live microorganisms that,
when administered in adequate amounts, provide
beneficial effects to the hostby improving intestinal
microbial balance and enhancing immune
responses (VERSCHUERE et al., 2000; WHO & FAO,
2001). Several bacterial genera, including Bacillus,
Lactobacillus, Enterococcus, and Pediococcus, have
demonstrated the ability to produce antimicrobial
compounds such as bacteriocins, lysozymes,
siderophores, and peroxides that inhibit aquatic
pathogens (Navak, 2010; Hai, 2015; MipHUN et al.,
2017; EL-SaADONY et al., 2021).

Particularly, Bacillus subtilis has been reported
to harbor genes encoding antimicrobial peptides
such as fengycin, surfactin, bacilysin, and
subtilisin A, which exhibit strong antagonistic
activity against AHPND-associated Vibrio
strains (WanNg, et al., 2020). Likewise, bacterial
strains carrying genes such as srfAA and bacA
have demonstrated high inhibitory activity
against AHPND-positive Vibrio parahaemolyticus,
achieving survival rates above 80 % in
experimentally challenged P. wvannamei (FEria
et al., 2019; ProesprRAIWONG et al., 2023; Soto-
MaRrFILERO et al., 2024).

In addition to probiotics, short-chain organic
acids have shown promising antimicrobial
properties in aquaculture applications. In vitro
studies have demonstrated that compounds such
as formic acid and acetic acid effectively suppress
the growth of Vibrio harveyi. Furthermore, dietary
supplementation with mixtures of organic acids
and essential oils has been shown to improve
the intestinal microbiota of P. vannamei and
stimulate the expression of immune-related
genes, including lysozyme and catalase (MINE &
Booratny, 2011; He et al., 2017).

In this context, the present study aimed to
identify bacterial strains with probiotic potential
isolated from P. wvannamei collected from
aquaculture systems and natural environments,
and to evaluate their individual and synergistic
effects, in combination with selected organic
compounds, on the growth performance and
survival of the species.
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2. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Se realizaron tres muestreos en cuatro centros de
cultivo localizados en las provincias de Tumbes
y Zarumilla, asi como en tres canales de marea:
El Algarrobo (3°28712”S, 80°17'53”0), El Bendi-
to (3°27°00”'S, 80°19'02”70O) y boca del rio Tumbes
(3°29°1”S, 80°27°15”0).

Los ejemplares fueron capturados manualmente
y colocados en contenedores térmicos (coolers)
provistos con gelpacks para mantener la cadena
de frio durante el transporte hacia el Laboratorio
de Sanidad Acuicola (LSA) del Instituto del Mar
del Perti, sede Tumbes, para el procesamiento
respectivo.

El primer muestreo se realiz6 en abril en la pro-
vincia de Zarumilla, en el que se obtuvieron cin-
co langostinos de cultivo, con longitud y peso
promedio de 11,66 cm y 11,18 g, respectivamen-
te, con caracteristicas externas anormales tales
como: cromatéforos expandidos, pledpodos y
uropodos rojos (Fig. 1), ademas de hepatopan-
creas palido y de consistencia dura, y diez lan-
gostinos silvestres a partir del canal de marea El
Algarrobo con talla y peso promedio de 6,64 cm
y 1,96 g, respectivamente y, del canal de marea El
Bendito con talla y peso promedio de 7,26 cm y
2,74 g, respectivamente; los cuales no mostraron
externamente sintomatologia de enfermedad.

2. MATERIALS AND METHODS

Sample Collection

Three sampling surveys were conducted at four
aquaculture farms located in the provinces of
Tumbes and Zarumilla, as well as at three tidal
channels: El Algarrobo (3°28'12"S, 80°17'53"W), El
Bendito (3°27'00"S, 80°19'02"W), and the mouth
of the Tumbes River (3°29'01"S, 80°27'15"W).

Specimens were manually collected and
transported under refrigerated conditions in
insulated containers containing gel ice packs to
the Aquaculture Health Laboratory (AHL) of the
Instituto del Mar del Perii - ImarPE, Tumbes, where
all subsequent analyses were performed.

The first survey was carried out in April in
Zarumilla Province. Five cultured Penaeus
vannamei were collected, with a mean total
length and body weight of 11.66 cm and 11.18
g, respectively. These individuals displayed
abnormal external features, including expanded
chromatophores and reddish pleopods and
uropods (Fig. 1), in addition to pale and hardened
hepatopancreas tissue. Ten wild specimens were
also obtained from El Algarrobo tidal channel,
with average length and weight of 6.64 cm and
1.96 g, respectively, and from El Bendito tidal
channel, with average length and weight of 7.26
cm and 2.74 g, respectively. Wild specimens did
not exhibit visible signs of disease.

Figura 1.- Langostinos con cromato6foros expandidos, pledpodos
y urépodos rojos

Figure 1. P. vannamei specimens exhibiting expanded chromatophores and
reddish pledpodos and uropods
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El segundo muestreo se realizo en mayo, en el
que se recolectaron doce langostinos de cultivo a
partir de dos centros de cultivo de la provincia de
Tumbes, con tallas y pesos promedios de 3,22 cm
y 0,22 ga 13,91 cmy 18,46 g, respectivamente. Asi
mismo, se recolectaron seis langostinos silvestres
entre Penaeus vannamei y Penaeus stylirostris, del
canal de marea El Algarrobo, de 9,70 cmy 6,53 g,
respectivamente.

El tercer muestreo se realiz6 en julio en la pro-
vincia de Tumbes, en el que se obtuvieron cinco
langostinos de cultivo de un centro ubicado en
la margen izquierda del rio Tumbes, con talla y
peso promedio de 4,16 cm y 0,50 g, respectiva-
mente, y cinco silvestres del canal de marea boca
del rio Tumbes de 8,88 cm y 4,35 g.

Aislamiento y cultivo bacteriano

A partir de cada langostino, se extrajeron de for-
ma independiente los drganos diana: intestino y
hepatopdancreas, empleando instrumental estéril.
Los tejidos fueron depositados en tubos de mi-
crocentrifuga de 1,5 mL que contenian solucién
salina estéril al 2 % de NaCl. La homogenizacion
se realizo con un macerador estéril para obtener
la solucién madre, a partir de la cual se prepara-
ron diluciones decimales sucesivas hasta 10-2.

Posteriormente, se sembraron 100 uL de cada
dilucion sobre placas Petri con los siguientes
medios de cultivo: MRS (para bacterias 4aci-
do-lacticas; solucién madre 10° y dilucién 10-1),
CHROMagar™ Vibrio (10° y 1071), TSA (tryptic
soy agar; 102y 103) y cetrimide (selectivo para
Pseudomonas; 10°), todos ajustados con NaCl
al 2 %. Las placas fueron incubadas a 35 °C
durante 24 h.

Ensayos moleculares mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Extraccion de ADN bacteriano

El ADN gendmico se extrajo a partir de cultivos
bacterianos mediante un protocolo de lisis tér-
mica. Se tomo6 1 mL del cultivo y se centrifugd
a 14,000 x g durante 10 min. El sobrenadante fue
descartado y el pellet se resuspendié en 300 uL
de agua ultrapura (AUP) ajustada a pH 8. Poste-
riormente, se realiz6 una segunda centrifugacion
a 14,000 x g durante 5 min, eliminando nueva-
mente el sobrenadante.

The second survey was conducted in May and
included twelve cultured P. vannamei collected
from two aquaculture facilities in Tumbes
Province. Mean total length and body weight
ranged from 3.22 cm and 0.22 g to 13.91 cm and
18.46 g, respectively. Additionally, six wild
specimens, including Penaeus vannamei and Penaeus
stylirostris, were collected from the El Algarrobo
tidal channel, with a mean total length and body
weight of 9.70 cm and 6.53 g, respectively.

The third survey was conducted in July in Tumbes
Province. Five cultured P. vannamei were collected
from a farm located on the left bank of the Tumbes
River, with a mean total length and body weight of
4.16 cm and 0.50 g, respectively. Five wild specimens
were also collected from the mouth of the Tumbes
River tidal channel, with a mean total length and
body weight of 8.88 cm and 4.35 g, respectively.

Bacterial Isolation and Culture

The intestine and hepatopancreas were aseptically
dissected from each specimen and processed
separately. Tissue samples were placed into 1.5
mL microcentrifuge tubes containing sterile saline
solution supplemented with 2% NaCl. Samples
were homogenized using a sterile tissue grinder
to obtain the stock suspension, from which serial
decimal dilutions were prepared up to 10-3.

Aliquots of 100 upL from each dilution were
inoculated onto Petri dishes containing the
following culture media: MRS agar (for lactic acid
bacteria; stock suspension 10° and dilution 107Y),
CHROMagar™ Vibrio (10° and 107?), TSA (tryptic
soy agar; 102and 10-%), and cetrimide agar (selective
for Pseudomonas; 10°), all supplemented with 2%
NaCl. Plates were incubated at 35 °C for 24 h.

Molecular Analyses by Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Bacterial DNA Extraction

Genomic DNA was extracted from bacterial
cultures using a thermal lysis protocol. Briefly,
1 mL of bacterial culture was centrifuged at
14,000 x g for 10 min. The supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in
300 uL of ultrapure water adjusted to pH 8. A
second centrifugation was then performed at
14,000 x g for 5 min, after which the supernatant
was removed again.
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El sedimento fue resuspendido en 200 pL de
AUP y sometido a ebullicion a 98 + 2 °C durante
10 min. Inmediatamente después, las muestras
fueron colocadas en hielo por 5 min y centrifu-
gadas a 14,000 x g durante 5 min. Se recuperaron
50 uL del sobrenadante, correspondiente al ADN
crudo, del cual se tom6 un alicuota de 2 pL para
determinar su concentracion y pureza mediante
espectrofotometria (Nanodrop One, Thermo Scien-
tific). Una alicuota de 1 pL fue reservada para su
uso en las reacciones de PCR.

Amplificacion por PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utili-
zando el kit comercial GoTaq® Colorless Master
Mix 2X (Promega). Cada mezcla de reaccion tuvo
un volumen final de 25 puL, compuesto por: 12,5
uL de Master Mix 2X, 9,5 uL de AUP, 1 uL de
cada cebador (forward y reverse) y 1 uL de ADN
molde.

Para la deteccion de genes relacionados con la
produccion de péptidos antimicrobianos (AMP)
se emplearon iniciadores especificos dirigidos a
los genes: bmyB (bacillomycin L synthetase B),
fenD (fengycin synthetase), ituC (iturin A syn-
thetase C), srfAA (surfactin synthetase subunit
1), bacA (bacilysin biosynthesis protein) y spaS
(subtilin), de acuerdo con los reportes de Mora
et al. (2011) y PROESPRAIWONG et al. (2023). Asi-
mismo, para la deteccion del agente causal del
sindrome de necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND), se utilizaron iniciadores TUMSA-
TVp3 y PirAB-2020 basados en los estudios de
TINWONGGER et al. (2014) y PrHiwsarva et al. (2017),
respectivamente.

El protocolo de amplificacion consistié en una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, se-
guida de 35 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C
por 30 s, alineamiento a la temperatura especi-
fica para cada par de iniciadores (Tabla 1) du-
rante 30 s, y extension a 72 °C por un min. Fi-
nalmente, se realizé una extension final a 72 °C
durante 5 min.

Los productos amplificados fueron visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%,
tefiido con SyBr Safe DNA gel stain (Thermo fisher
scientific) y observado bajo luz ultravioleta.

The pellet was resuspended in 200 uL of ultrapure
water and subjected to boiling at 98 + 2 °C
for 10 min. Samples were immediately cooled
on ice for 5 min and centrifuged at 14,000 x g for
5 min. Subsequently, 50 pL of the supernatant
containing crude DNA extract were recovered.
DNA concentration and purity were determined
spectrophotometrically using a NanoDrop One
system (Thermo Scientific), employing a 2 uL
aliquot. An additional 1 uL aliquot was reserved
for PCR assays.

PCR Amplification

PCR assays were carried out using the
commercial GoTaq® Colorless Master Mix 2X
kit (Promega). Each reaction had a final volume
of 25 uL, consisting of 12.5 pL of 2X Master Mix,
9.5 uL of ultrapure water, 1 pL of each primer
(forward and reverse), and 1 pL of template
DNA.

Specific primers targeting genes associated
with antimicrobial peptide (AMP) production
were used to detect the following genes: bmyB
(bacillomycin L synthetase B), fenD (fengycin
synthetase), ituC (iturin A synthetase C),
srfAA (surfactin synthetase subunit 1), bacA
(bacilysin biosynthesis protein), and spa$S
(subtilin), following the protocols described
by Mora et al. (2011) and PROESPRAIWONG et al.
(2023). To detect the etiological agent associated
with acute hepatopancreatic necrosis disease
(AHPND), primer sets TUMSATVp3 and
PirAB-2020 were employed according to
TINWONGGER et al. (2014) and Puiwsarva et al.
(2017), respectively.

PCR amplification consisted of an initial
denaturation step at 95 °C for 3 min, followed
by 35 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s,
primer annealing at the specific temperature for
each primer pair (Table 1) for 30 s, and extension
at 72 °C for 1 min. A final extension step was
performed at 72 °C for 5 min.

Amplified products were visualized by
electrophoresis on 1.5% agarose gels stained
with SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher
Scientific) and observed under ultraviolet
illumination.
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Tabla 1.- Lista de Iniciadores utilizados en la presente investigacion
Table 1. List of primers used in the present study

.. . ety Temperatura de Tamano del
Gen Iniciadores Secuencia 5'-3 hibridacién (°C) producto (pb)

TUMSATVp3F GTGTTGCATAATTTTGTGCA

pVAl 56 360
TUMSATVp3R TTGTACAGAAACCACGACTA

. PirAB-2020F GCACCGTAAATTTTCAGGTT

PirABvp . 50 2020
PirAB-2020R CGTTGCAATCTAAGACATAG
fenD_F GGCCCGTTCTCTAAATCCAT

fenD 58 269
fenD_R GTCATGCTGACGAGAGCAAA
bmyB_F GAATCCCGTTGTTCTCCAAA

bmyB 55 370
bmyB_R GCGGGTATTGAATGCTTGTT
ituC_F GGCTGCTGCAGATGCTTTAT

ituC . 58 423
ituC_R TCGCAGATAATCGCAGTGAG
srfAA_F TCGGGACAGGAAGACATCAT

srfAA 58 201
srfAA_R CCACTCAAACGGATAATCCTGA
bacA_F CAGCTCATGGGAATGCTTTT

bacA 58 498
bacA_R CTCGGTCCTGAAGGGACAAG
spaS_F GGTTTGTTGGATGGAGCTGT

spaS 58 375
spaS_R GCAAGGAGTCAGAGCAAGGT

Desarrollo de ensayos in vitro

Se evaluaron tres técnicas para determinar la
inhibicion bacteriana de las cepas aisladas: disco
de agar, difusion en pozos y antagonismo con
discos de papel.

Disco de agar: se sembraron las cepas aisladas
sobre agar MRS, se obtuvieron discos de agar de
estas cepas y se colocaron sobre placas con agar
Miiller Hinton inoculadas previamente con la
cepa patdgena de Vibrio.

Difusion en pozos: se realizaron 4 pozos por
placa sobre agar Miiller Hinton inoculado con la
cepa patdgena, depositando 5 pL de las cepas en
medio MRS suspendidas en TSB al 2 % de NaCl.

Antagonismo con discos de papel: se colocaron
discos de papel Whatman impregnados con las
cepas bacterianas sobre placas de Miiller Hinton
inoculadas con Vibrio.

Todas las placas fueron incubadas a 35 °C
durante 24 h para evaluar la formacion de halos
de inhibicién.

Los diametros de los halos de inhibicion
fueron medidos en milimetros, registrandose el
promedio de tres repeticiones.

In Vitro Antagonism Assays

Three methodologies were evaluated to
determine the inhibitory activity of the bacterial
isolates: agar plug diffusion, well diffusion, and
paper disk antagonism assays.

Agar plug diffusion assay: bacterial isolates
were cultured on MRS agar, and agar plugs
containing bacterial growth were transferred
onto Miiller-Hinton agar plates previously
inoculated with pathogenic Vibrio strains.

Well diffusion assay: four wells were prepared
in Miiller-Hinton agar plates previously
inoculated with the pathogenic strain. Each well
received 5 uL of bacterial culture grown in MRS
medium and suspended in TSB supplemented
with 2% NaCl.

Paper disk antagonism assay: sterile Whatman
paper disks impregnated with bacterial cultures
were placed onto Miiller-Hinton agar plates
inoculated with pathogenic Vibrio.

All plates were incubated at 35 °C for 24 h, after
which inhibition halos were evaluated.

Halo diameters were measured in millimeters,
and mean values from three replicates were
recorded.



Bol Inst Mar Peru / Vol 41 / N° 1/ Enero-Junio 2026

ISSN: 0458-7766 / e-ISSN: 2810-868X

Evaluacion de compuestos organicos contra
cepas de vibrios

Se evalud la capacidad inhibitoria de diez
compuestos orgdnicos comunmente emplea-
dos en la acuicultura de la Region de Tumbes:
ProtAcid, Liverin, Spart Trox liquido, SFF IG
PREMIX, Citruspart Gel, Acidos Organicos
Plus, Citruspart liquido, Orevitol, Rossysil
y AcidStar. Se examind su efecto antagonista
frente a cepas patdgenas de Vibrio aisladas en
esta investigacidon y aquellas pertenecientes al
cepario del LSA.

Desarrollo de ensayos in vivo

Se realizaron tres bioensayos experimentales
en acuarios de vidrio de 50 L con agua marina
tratada con luz UV y aireacion constante. La ca-
pacidad inhibitoria de los compuestos se evalud
mediante la medicién del didmetro de halos de
inhibiciéon (mm), considerando tres repeticiones
por tratamiento.

Primerbioensayo—Evaluacion de patogenicidad
de Vibrio

Se utilizaron seis cepas de Vibrio, los cuales fue-
ron cultivados en medio TSB al 2 % de NaCl, al-
canzando una concentracién promedio de 2x10°
UFC/mL en cada acuario, determinada mediante
cultivos de diluciones seriadas. Se emplearon 7
tratamientos (6 experimentales y uno control),
con tres repeticiones por tratamiento. En cada
acuario, que contenia 20 langostinos previamen-
te aclimatados durante 24 h, se inocularon 45
mL del cultivo bacteriano. El tratamiento control
contenia iinicamente medio de cultivo, sin la adi-
cion de bacterias.

Segundo bioensayo - Evaluacion de cepas
probidticas

Se utilizaron seis cepas aisladas (41, 45, 46, 47,
59 y 146), seleccionadas por su capacidad inhi-
bitoria. Se prepar6 alimento con cada cepa a una
concentracion promedio de 1x107 UFC/g, sumi-
nistrado durante los primeros siete dias. En el dia
siete, se adicionaron 45 mL de cultivo de la cepa
patogena (Vibrio AHPND+) a una concentracion
promedio de 6,4x107 UFC/mL, determinada me-
diante cultivos de diluciones seriadas. Al final, se
recolectaron los langostinos supervivientes para
su analisis por PCR e histopatologia.

Evaluation of Organic Compounds Against
Vibrio Strains

The inhibitory activity of ten organic compounds
commonly used in aquaculture in the Tumbes
Region was assessed: ProtAcid, Liverin, Spart
Trox Liquid, SFF IG PREMIX, Citruspart Gel,
Organic Acids Plus, Citruspart Liquid, Orevitol,
Rossysil, and AcidStar. Their antagonistic
activity was evaluated against pathogenic
Vibrio strains isolated during this study as well
as strains maintained in the AHL bacterial
collection.

In Vivo Bioassays

Three experimental bioassays were conducted
in 50 L glass aquaria containing UV-treated
seawater under continuous aeration. Inhibitory
activity was evaluated based on survival
and histopathological responses, with three
replicates per treatment.

First Bioassay — Pathogenicity Assessment of
Vibrio

Six Vibrio strains were cultured in TSB
supplemented with 2% NaCl until reaching
an average concentration of 2x10° CFU/mL
in each aquarium, determined through serial
dilution plating. Seven treatments were
established (six experimental and one control),
each with three replicates. Twenty acclimated
P. vannamei were stocked per aquarium, and
45 mL of bacterial culture were inoculated
into each experimental unit. Control aquaria
received only sterile culture medium without
bacterial inoculation.

Second Bioassay - Evaluation of Probiotic
Strains

Six bacterial isolates (41, 45, 46, 47, 59, and 146),
selected based on their inhibitory capacity, were
evaluated. Experimental diets were prepared
with each isolate at an average concentration
of 1x10” CFU/g feed and administered during
the first seven days. On day seven, 45 mL of
pathogenic Vibrio culture (AHPND+) were
added at an average concentration of 6.4x107
CFU/mL, determined through serial dilution
plating. At the conclusion of the assay,
surviving P. vannamei were collected for PCR
and histopathological analyses.
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Tercer bioensayo - Evaluacion combinada de
cepas probidticas y compuestos organicos

Se establecieron ocho tratamientos, con tres re-
peticiones por tratamiento, consistentes en com-
binaciones de la cepa 45 (1x10” UFC/g alimento)
con los compuestos ProtAcid y Orevitol, ademas
de los respectivos controles. Tras los siete dias de
administracién de los tratamientos, se realiz6 el
desafio con la cepa patdgena, evaluandose dos
concentraciones en el acuario: 1,67x105 UFC/mL
(alta) y 3,72x10® UFC/mL (baja). Durante y al fi-
nal del bioensayo, se tomaron muestras para ana-
lisis histoldgico.

Analisis histopatologico

El analisis histopatoldgico se realizo en muestras
de langostinos obtenidas en todos los bioensa-
yos, siguiendo el protocolo de LiGHTNER (1996)
con modificaciones adaptadas al presente estu-
dio. Las muestras se fijaron en soluciéon David-
son (330 mL de etanol al 95%, 220 mL de formol
al 37%, 115 mL de 4cido acético glacial y 335 mL
de agua destilada) por un méximo de 48 h. Poste-
riormente, se procesaron en un equipo automati-
zado de tejidos marca Leica.

El protocolo incluy6 deshidratacion progresiva
en alcohol (70 %, 80 %, 95 %, absoluto), clarifica-
cién con xilol e inclusién en parafina. Los cortes
se realizaron con micréotomo semi-automatico
Leica, se montaron en laminas portaobjetos y se
tifieron con Hematoxilina y Eosina Y/Floxina B
de Harris para su observacion microscopica.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los ensayos in vitro e in
vivo fueron analizados mediante estadistica des-
criptiva e inferencial. Los resultados se expresa-
ron como promedio + desviacion estandar, segin
correspondiera al tipo de variable evaluada.

Previamente al analisis inferencial, se evalud la
normalidad de los datos mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Levene. Cuando los datos
cumplieron los supuestos de normalidad y ho-
mocedasticidad, se aplico un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido de la prueba post
hoc de Tukey para la comparaciéon multiple de
medias. En aquellos casos en los que los datos no
cumplieron dichos supuestos, se empleo la prue-

Third Bioassay — Combined Evaluation of
Probiotic Strains and Organic Compounds

Eight treatments were established, each with
three replicates, consisting of combinations
of strain 45 (1x10”7 CFU/g feed) with ProtAcid
and Orevitol, in addition to the corresponding
controls. After seven days of treatment
administration, organisms were challenged with
the pathogenic strain at two concentrations:
1.67x105 CFU/mL (high dose) and 3.72x103
CFU/mL (low dose). Samples were collected
during and after the bioassay for histological
examination.

Histopathological Analysis

Histopathological analyses were performed
on specimens collected from all bioassays
following the methodology proposed by
LicHTNER (1996), with modifications adapted
for the present study. Samples were fixed in
Davidson’s solution (330 mL 95% ethanol, 220
mL 37% formaldehyde, 115 mL glacial acetic
acid, and 335 mL distilled water) for up to 48 h
and subsequently processed using an automated
Leica tissue processor.

The protocol included progressive dehydration
in graded ethanol solutions (70%, 80%, 95%,
and absolute ethanol), xylene clarification,
and paraffin embedding. Tissue sections
were obtained using a Leica semi-automatic
microtome, mounted on glass slides, and stained
with Harris hematoxylin and eosin Y/phloxine
B for microscopic examination.

Statistical Analysis

Data obtained from in vitro and in vivo assays
were analyzed using descriptive and inferential
statistics. Results are expressed as mean =*
standard deviation according to the type of
variable evaluated.

Prior to inferential analyses, data normality was
assessed using the Shapiro-Wilk test, whereas
homogeneity of variances was evaluated using
Levene’s test. When assumptions of normality
and homoscedasticity were satisfied, one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s post hoc test was applied for multiple
comparisons. When assumptions were not
met, the non-parametric Kruskal-Wallis test
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ba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de
la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

Para el analisis de los ensayos de supervivencia
en los bioensayos, se compararon los porcentajes
finales de supervivencia entre tratamientos utili-
zando ANOVA o Kruskal-Wallis, segin corres-
pondiera. En todos los analisis, se consideraron
diferencias estadisticamente significativas cuan-
do el valor de p fue inferior a 0,05 (p < 0,05).

3. RESULTADOS

Ensayos microbiologicos

A partir de las muestras recolectadas en los tres
muestreos se aislaron 180 colonias bacterianas.
La mayor proporcién de aislados se obtuvo en
CHROMagar™ Vibrio, con 72 colonias (40,0 %),
seguido del medio MRS, con 61 colonias (33,9 %),
Cetrimide, con 25 colonias (13,9 %) y TSA, con
22 colonias (12,2 %). Estos resultados reflejan la
elevada diversidad bacteriana presente tanto en
organismos cultivados como silvestres (Fig. 2).

Identificaciéon molecular de genes antibacterianos

Las 61 colonias aisladas en medio MRS fueron
analizadas mediante PCR para detectar genes co-
dificantes de péptidos antimicrobianos. Se iden-
tificéd que las cepas 47 y 59 amplificaron los ge-
nes surfactin, bacylisin, bacyllomicin y fengycin,
mientras que la cepa 45 fue positiva tinicamente
para el gen surfactin. El resto de los aislados no
mostré amplificacion especifica o present6 ban-
das inespecificas. La distribucion de los genes
detectados se detalla en la Tabla 2.

followed by Dunn’s multiple comparison test
was used.

For survival analyses in the bioassays, final
survival percentages among treatments were
compared using either ANOVA or Kruskal-
Wallis tests, depending on data distribution.
Statistical significance was established at p <0.05
for all analyses.

3. RESULTS

Microbiological tests

A total of 180 bacterial isolates were recovered
from samples collected during the three sampling
campaigns. The highest number of isolates
was obtained on CHROMagar™ Vibrio, which
accounted for 72 colonies (40.0 %), followed by
MRS medium with 61 colonies (33.9 %), Cetrimide
agar with 25 colonies (13.9 %), and TSA with 22
colonies (12.2 %). These results demonstrate the
considerable bacterial diversity associated with
both cultured and wild Penaeus wvannamei
populations (Fig. 2).

Molecular detection of antibacterial genes

The 61 isolates recovered on MRS medium were
screened by PCR for genes encoding antimicrobial
peptides (AMPs). Strains 47 and 59 were positive
for the genes encoding surfactin, bacilysin,
bacillomycin, and fengycin, whereas strain 45
amplified only the surfactin gene. The remaining
isolates either failed to amplify or produced
nonspecific PCR products. The distribution of
detected AMP-related genes is presented in Table 2.

Figura 2.- Crecimiento bacteriano en medios especificos, Cetrimide (izquierda) y
ChromAgar Vibrio (derecha)

Figure 2. Bacterial growth on selective media: Cetrimide agar (left) and ChromAgar Vibrio
(right)
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Tabla 2.- Deteccion de genes antimicrobianos por cepa bacteriana
Table 2. Detection of antimicrobial peptide genes in bacterial isolates

Cepas bacterianas/ Bacterial strains

Gen

45 47 59
surfactin + + +
bacylisin + +
bacyllomicin + +
fengycin + +

Deteccion de cepas de Vibrio asociadas a
AHPND

De las 72 colonias aisladas en CHROMagar Vi-
brio, tres cepas (4,17 %) fueron analizadas por
PCR utilizando iniciadores TUMSATVp3 para
detectar la region de ADN, relacionada con la en-
fermedad de necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND). Tres cepas (4,17 %) resultaron positi-
vas para ambos genes (Fig. 3).

Con iniciadores PirAB2020, la cepa 5 mostro pro-
ductos del mismo tamafio que las cepas control
positivas PstylA y Psty3. Las cepas 22 y 14 pre-
sentaron productos de mayor y menor tamano,
respectivamente (Fig. 4).

Detection of Vibrio strains associated with
AHPND

Among the 72 colonies isolated on
CHROMagar™ Vibrio, three strains (4.17%) were
analyzed by PCR using TUMSATVp3 primers
targeting the DNA region associated with Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND).
Three isolates (4.17%) tested positive for both
target genes (Fig. 3).

Using PirAB-2020 primers, strain 5 generated
amplification products of similar size to those
obtained for the positive control strains PstylA
and Psty3. In contrast, strains 22 and 14 produced
larger and smaller amplicons, respectively (Fig. 4).

Figura 3.- Migracion de productos de ADN, de cepas relacionados al AHPND
Figure 3. Migration of DNA products from strains associated with AHPND

PstvlA

Pstv3

15000

500

200

Figura 4.- Migracion de productos de PCR dirigidos a la amplificacién de los genes pirAB, con los
iniciadores pirAB2020. Carril 1, 2 y 3, cepas bacterianas con diferentes tamafios de amplificacion

Figure 4.- Migration of PCR products targeting amplification of the pirAB genes using the pirAB2020 primers.
Lanes 1, 2, and 3 show bacterial strains with different amplification sizes
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Ensayos in vitro de antagonismo bacteriano

Las pruebas de antagonismo bacteriano en pla-
cas, revelaron que seis cepas aisladas del medio
MRS (cepas 41, 45, 46, 59, 125 y 131) presentaron
actividad inhibitoria frente a las cepas patogenas
de Vibrio 5, 14 y 22, evidenciada por la formacién
de halos de inhibicion.

El andlisis estadistico del didmetro de los
halos mostr6 diferencias significativas entre
las cepas evaluadas (p < 0,05), destacandose
la cepa 45, que present6 los mayores valores
promedio de inhibicion frente a las tres cepas
patogenas (Fig. 5).

Evaluacion de compuestos organicos frente a
Vibrio

Entre los compuestos organicos evaluados,
Orevitol, ProtAcid y Spart generaron halos
de inhibiciéon significativamente = mayores
frente a las cepas de Vibrio 5 y PstylA con
valores promedio de 36,0 mm y 30,3 mm,
respectivamente, en comparacién con los demas
compuestos evaluados cuyo promedio fue de
17,8 mm (ANOVA, p<0,05). De ellos, ProtAcid y
Orevitol presentaron el mayor efecto antagonista,
mientras que compuestos como Rossysil, Liverin
y AcidStar presentaron una actividad inhibitoria
significativamente menor (Fig. 6).

In vitro bacterial antagonism assays

Plate antagonism assays demonstrated that six
isolates recovered on MRS medium (strains 41,
45, 46, 59, 125, and 131) exhibited inhibitory
activity against pathogenic Vibrio strains 5, 14,
and 22, as evidenced by the formation of clear
inhibition halos.

Statistical analysis of inhibition halo
diameters revealed significant differences
among the evaluated strains (p < 0.05).
Among them, strain 45 exhibited the
strongest antagonistic activity, producing
the largest mean inhibition halos against all
three pathogenic strains (Fig. 5).

Evaluation of organic compounds against Vibrio

Among the evaluated organic compounds,
Orevitol, ProtAcid, and Spart produced
significantly larger inhibition halos against
Vibrio strains 5 and PstylA, with mean
diameters of 36.0 mm and 30.3 mm, respectively,
compared with the remaining compounds,
which averaged 17.8 mm (ANOVA, p< 0.05).
ProtAcid and Orevitol exhibited the greatest
antagonistic  activity, ~whereas Rossysil,

Liverin, and AcidStar showed significantly
lower inhibitory effects (Fig. 6).

Figura 5.- Ensayo de antagonismo in vitro. Se aprecia halo de inhibicién de las
cepas antagonistas a cepa de Vibrio 5

Figure 5. In vitro antagonism assay. An inhibition halo is observed from antagonistic strains
against the Vibrio strain 5
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Figura 6.- Antibiogramas. Presencia de halos de inhibiciéon de los compuestos organicos
(Spart, ProtAcid, Rossysil, Liverin, AcidStar, SFF y Orevitol) frente a las cepas de Vibrio
5y PstylA
Figure 6.- Antibiograms. Presence of inhibition halos produced by organic compounds (Spart,
ProtAcid, Rossysil, Liverin, AcidStar, SFF, and Orevitol) against Vibrio strain 5 and Psty1A strain

Bioensayo 1: Evaluacion de patogenicidad de
Vibrio

En el bioensayo de patogenicidad, realizado en
langostinos con un peso promedio de 2,98 g, las
cepas 5, PstylA y Psty3 ocasionaron una morta-
lidad elevada, registrandose supervivencias fi-
nales entre 3 y 10 %, valores significativamente
menores en comparacion con los controles nega-
tivos (p <0,05).

Por el contrario, los tratamientos con las cepas 14
y 22 no mostraron diferencias significativas res-
pecto a los controles sin infeccién y con cepa no
patogénica, alcanzando supervivencias entre 98
y 100 % (p > 0,05) (Fig. 7).

13

Bioassay 1: Evaluation of Vibrio pathogenicity

In the pathogenicity bioassay conducted using
Penaeus vannamei with a mean body weight
of 2.98 g, strains 5, PstylA, and Psty3 caused
severe mortality, resulting in final survival
rates ranging from 3 % to 10 %, significantly
lower than those observed in the negative
controls (p < 0.05).

Conversely, treatments challenged with strains
14 and 22 did not differ significantly from
the uninfected and nonpathogenic controls,
achieving survival rates between 98 % and 100
% (p > 0.05) (Fig. 7).
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Figura 7.- Evaluacion de la patogenicidad de cepas de Vibrio

Figure 7. Pathogenicity assessment of Vibrio strains
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Figura 8.- Evaluacion de la capacidad probidtica de las cepas bacterianas

Figure 8. Evaluation of the probiotic potential of bacterial strains

Bioensayo 2: Evaluacion de cepas probioticas

En el bioensayo destinado a evaluar la capacidad
de las bacterias para proteger a langostinos ex-
puestos a vibrios patdgenos, se observo que cin-
co cepas lograron una supervivencia ligeramente
superior a la del tratamiento control (8 %). Entre
ellas, la cepa 45 presento el mayor porcentaje de
supervivencia (17 %) en comparacion con las de-
mas cepas evaluadas (Fig. 8).

Bioensayo 3: Combinacion probidtico y
compuesto organico

En los tratamientos expuestos a la concentraciéon
baja de la cepa patdgena no se registré mortali-
dad, por lo que no fue posible evaluar diferencias
estadisticas.

En los tratamientos expuestos a la concentracién
alta, se observaron diferencias significativas en
la supervivencia (p < 0,05). La combinacion de
la cepa 45 y ProtAcid mostr6 la mayor supervi-

14

Bioassay 2: Evaluation of probiotic strains

In the bioassay designed to assess the protective
effects of bacterial isolates against pathogenic
Vibrio, five strains produced survival rates slightly
higher than the control treatment (8 %). Among
them, strain 45 achieved the highest survival rate
(17 %), outperforming the other evaluated strains

(Fig. 8).

Bioassay 3: Combined probiotic and organic
compound treatment

No mortality was observed in treatments
challenged with the lower concentration of
the pathogenic strain, precluding statistical
comparisons among treatments.

Under the high-concentration challenge,
significant differences in survival were detected
(p < 0.05). The combined treatment consisting
of strain 45 and ProtAcid achieved the highest
survival rate (78 %), significantly higher than
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vencia (78 %), valor significativamente superior
al del control (47 %) y a los demas tratamientos,
los cuales no superaron el 48 % (Fig. 9).

Histologia

Los andlisis histopatoldgicos realizados en mues-
tras de langostinos provenientes de los bioensayos,
revelaron lesiones compatibles con la enfermedad
de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND).
En los tibulos del hepatopancreas se observo des-
prendimiento de las células epiteliales, una lesion
caracteristica de esta patologia (Fig. 10).

Estas alteraciones histologicas fueron evidentes
unicamente en las muestras correspondientes a
los tratamientos donde se registraron altas mor-
talidades, lo cual refuerza la asociacion entre la
presencia de cepas patogenas de Vibrio spp. y el
desarrollo del cuadro clinico de AHPND en los
organismos experimentales.

the control treatment (47 %) and all remaining
treatments, none of which exceeded 48 % survival

(Fig. 9).
Histopathology

Histopathological analyses of P. vannamei
specimens collected during the bioassays
revealed lesions consistent with Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND).
Hepatopancreatic tubules exhibited sloughing
of epithelial cells, a hallmark lesion associated
with this disease (Fig. 10).

These histological alterations were observed
exclusively in treatments exhibiting high
mortality, further supporting the association
between pathogenic Vibrio spp. strains and the
development of AHPND in the experimental
organismes.
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Figura 9.- Evaluacién del efecto de las cepas bacterianas potencialmente probiéticas
en combinacion con compuestos organicos, frente a vibrios patogénicos

Figure 9. Evaluation of the effect of potentially probiotic bacterial strains in combination with
organic compounds against pathogenic vibrios

Figura 10.- Seccién del hepatopancreas de langostino, con presencia de células epiteliales desprendidas
presencia de nédulos hemociticos

Figure 10. Section of P. vannamei hepatopancreas showing detached epithelial cells and the presence of hemocytic nodules
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4. DISCUSION Y CONCLUSION

De los aislados bacterianos obtenidos, seis ce-
pas cultivadas en medio MRS demostraron ac-
tividad antagonista in vitro frente a cepas de
Vibrio asociadas a la necrosis hepatopancreati-
ca aguda (AHPND). De estas, tres presentaron
amplificacion por PCR de genes que codifican
los péptidos antimicrobianos surfactina, ba-
cilina, bacilomicina y fengicina, compuestos
ampliamente descritos en especies del género
Bacillus por su actividad inhibitoria frente a
virus, hongos y diversas bacterias (Sumr et al.,
2015; WaNG et al., 2020; J1a et al., 2024). Estos re-
sultados sugieren que dichas cepas poseen un
potencial significativo para su aplicacién como
probioticos en el cultivo de langostinos.

En cuanto a las cepas de Vibrio aisladas, tres
mostraron amplificacion con los iniciadores
TUMSATVp3, los cuales son referenciados por
la OMSA para la deteccion de cepas de Vibrio
causantes de la AHPND. Sin embargo, solo una
de estas cepas indujo mortalidad en los bioen-
sayos con langostinos. Esta discrepancia entre
la presencia de genes de virulencia y la expre-
sion fenotipica de la patogenicidad podria atri-
buirse a variaciones en la secuencia y estruc-
tura de los genes pir, tales como deleciones o
inserciones que alteren el marco de lectura y
comprometan la expresion funcional de las to-
xinas (RAMIREZ et al., 2020; VICeENTE et al., 2020),
las variaciones de las secuencias se aprecia con
los iniciadores PirAB2020 los cuales amplifi-
can completamente los genes pir y que resul-
taron diferentes entre las tres cepas aisladas.
En este contexto, los resultados evidencian la
necesidad de realizar analisis moleculares mas
exhaustivos que permitan una caracterizacion
precisa del potencial patogénico de las cepas,
incluso cuando se detecten marcadores genéti-
cos de virulencia.

En los bioensayos, la cepa 45 mostro un efecto
protector moderado, incrementando la super-
vivencia de Penaeus vannamei hasta un 17 %,
en comparacion con el 10 % observado en el
tratamiento control. Aunque este valor es infe-
rior a los reportados por PROESPRAIWONG et al.
(2023) y Soto-MARFILENO et al. (2024), quienes
registraron supervivencias superiores al 89 %,
estas diferencias podrian explicarse por varia-
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4. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Among the bacterial isolates recovered
in this study, six strains cultured on MRS
medium displayed in vitro antagonistic
activity against Vibrio strains associated with
Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease
(AHPND). Three of these isolates showed
PCR amplification of genes encoding the
antimicrobial peptides surfactin, bacilysin,
bacillomycin, and fengycin, metabolites
commonly reported in Bacillus spp. for their
broad-spectrum inhibitory activity against
bacterial, fungal, and viral pathogens (Sumr
et al., 2015; WaNG et al., 2020; Jia et al., 2024).
These findings indicate that the identified
strains possess promising probiotic potential
for application in peneids aquaculture.

Among the isolated Vibrio strains, three yielded
positive amplifications with the TUMSATVp3
primers recommended by the OMSA for
the detection of AHPND-associated Vibrio.
However, only one strain produced significant
mortality in the experimental bioassays.
The inconsistency between the presence of
virulence-associated genes and the observed
pathogenic phenotype may be explained by
structural and sequence variations within the
pir genes, including insertions or deletions
capable of disrupting the reading frame and
impairing toxin expression (Ramirez et al., 2020;
VIceNTE et al., 2020). This variability became
evident with the PirAB2020 primers, which
amplify the complete pir region and generated
distinct amplification profiles among the three
isolates. These results emphasize the need for
more detailed molecular characterization to
accurately determine the pathogenic capacity
of isolates, even when virulence markers are
detected by PCR.

In the in vivo bioassays, strain 45 exhibited
a moderate protective effect, increasing the
survival of P. vannamei to 17 %, compared with
10 % in the untreated control. Although this
survival rate was lower than those reported
by ProespraiwonG et al. (2023) and Soro-
MarriLENO et al. (2024), who documented
survival rates above 89 %, these differences
may reflect variations in experimental
conditions such as bacterial concentration,
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ciones en el disefio experimental, incluyendo la
dosis bacteriana, la via de administracion y las
condiciones ambientales. En este sentido, los
resultados sugieren que la eficacia del probio-
tico aislado podria potenciarse mediante estra-
tegias de formulacion combinada.

El aditivo organico Protacid OX, compuesto
por acido formico y acido lignosulfénico, ha
sido previamente empleado en la industria
camaronera como medida de control durante
episodios de mortalidad en estanques de cul-
tivo. En el presente estudio, su combinacién
con la cepa 45 incrementd significativamente
la supervivencia de los langostinos hasta un 78
%, superando el 47 % registrado en el control
y el 48 % observado en los demads tratamien-
tos. La efectividad de los acidos organicos en
la inhibicién de Vibrio ha sido ampliamente do-
cumentada (Apams & BooraThy, 2013; Rossr et
al., 2021), y su accion sinérgica con probioticos
puede favorecer la colonizacidn intestinal y la
produccion de metabolitos antimicrobianos.
De manera consistente, ButuceL et al. (2023)
reportaron que la combinacion de Faecalibacte-
rium prausnitzii con acidos organicos mejoro la
colonizacion intestinal y la produccion de bu-
tirato en P. vannamei, reduciendo significativa-
mente la infeccidn por Vibrio parahaemolyticus.

En conjunto, los resultados del presente estu-
dio demuestran que la suplementacion dietaria
con la cepa bacteriana 45 en combinacion con el
acido organico Protacid OX mejora significati-
vamente la supervivencia de Penaeus vannamei
expuestos a cepas patogénicas de Vibrio cau-
santes de AHPND. Esta estrategia representa
una alternativa prometedora al uso de antibio-
ticos en la acuicultura de langostinos, al contri-
buir a la mitigacién de la resistencia antimicro-
biana y a la reduccién de impactos negativos
sobre la salud publica y el medio ambiente. No
obstante, se recomienda profundizar en la elu-
cidaciéon de los mecanismos de accion, evaluar
diferentes esquemas de aplicaciéon y validar
estos resultados bajo condiciones de cultivo a
escala comercial para confirmar su eficacia y
reproducibilidad.
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administration protocol, challenge intensity,
and environmental parameters. Nevertheless,
the results suggest that the probiotic
performance of strain 45 may be enhanced
when administered in combination with
complementary bioactive compounds.

Protacid OX, an organic additive based
on formic acid and lignosulfonic acid, has
previously been employed in shrimp farming
as a mitigation strategy during mortality
outbreaks. In the present study, the combined
administration of Protacid OX and strain
45 significantly increased survival to 78 %,
markedly higher than the 47% recorded in the
control treatment and the values below 48 %
observed in the remaining treatments. The
antimicrobial effects of organic acids against
Vibrio spp. are well documented (Apams &
BooraTny, 2013; Rossr et al., 2021), and their
synergistic interaction with probiotics may
promote intestinal colonization and stimulate
the production of antimicrobial metabolites.
Similarly, ButuckL et al. (2023) demonstrated
that the combination of Faecalibacterium
prausnitzii with organic acids enhanced
intestinal colonization and butyrate production
in P. vannamei, significantly reducing infection
by Vibrio parahaemolyticus.

Taken together, the results of the present study
demonstrate that dietary supplementation with
bacterial strain 45 combined with Protacid OX
significantly improves the survival of Penaeus
vannamei challenged with pathogenic Vibrio
strains associated with AHPND. This combined
strategy represents a promising alternative
to antibiotic use in shrimp aquaculture, with
potential benefits for reducing antimicrobial
resistance and minimizing negative impacts
on public health and the environment. Further
studies are nevertheless required to elucidate
the wunderlying mechanisms involved,
optimize application strategies, and validate
these findings under commercial farming
conditions to assess their long-term efficacy
and reproducibility.
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