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Palabras clave RESUMEN | El uso de bacterias benéficas contribuye a mejorar la salud de los
Vibrios camarones. El kéfir es un conglomerado probi6tico conformado por un grupo de
Kéfir de agua microorganismos que conviven en simbiosis, principalmente bacterias acido-lacticas y
Probiéticos levaduras. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del kéfir de agua en la reduccién
Camar6n de vibrios presentes en el cultivo de Penaeus vannamei. Se utiliz6 un total de ocho
Inhibicién contenedores con 30 L de agua de mar, en los que se mantuvieron 15 juveniles con un

peso promedio de 1,39 + 0,03 g por tratamiento, con 6% de recambio diario del agua. Se
prepararon cuatro dietas elaboradas con 75% kéfir y 25% productos extracelulares (T1);
50% keéfir y 50% productos extracelulares (T2); 50% kéfir deshidratado y 25% productos
extracelulares (T3), y una dieta control solamente con alimento balanceado de 36%
proteinas (TC). Se aliment6 los camarones con los tratamientos antes mencionados por 10
d. Los resultados del efecto inhibitorio sobre los vibrios indicaron que los tres
tratamientos fueron significativamente diferentes en relacién al control. En cuanto a la
salud de los camarones, los tratamientos con kéfir y sus productos extracelulares
presentaron hepatopancreas con grado 1 en contenido de lipido y mejor formacion de
tdbulos con respecto al control (grado 3). Asimismo, en branquias los tratamientos
mostraron grado 2 en formaciones necréticas mientras el control present6 grado 3. Se
recomienda el uso de kéfir como un aditivo dietético para disminuir la carga bacteriana,
particularmente de tipo vibrios en el cultivo de juveniles de P. vannamei.

Keywords ABSTRACT | The use of beneficial bacteria contributes to improving shrimp health.
Vibrios Kefir is a probiotic conglomerate of microorganisms that coexist in symbiosis, mainly
Water kefir lactic acid bacteria and yeasts. The objective of the work was to evaluate the effect of
Probiotics water kefir in the reduction of vibrios present in the Penaeus vannamei culture. A total of
Shrimp eight plastic containers with 30 L of sea water was used, in which 15 juveniles were kept
Inhibition with an average weight of 1.39 + 0.03 g per treatment, with 6% daily water change. Four

diets were prepared, with 75% kefir and 25% extracellular products (T1); 50% kefir and
50% extracellular products (T2); 50% dehydrated kefir and 25% extracellular products
(T3) and a control diet only with dry feed with 36% protein (TC). The shrimp were fed
with the treatments above for 10 d. The inhibitory effect on vibrios indicated that the
three treatments were significantly different in contrast with control. Regarding the health
of shrimps, the treatments with kefir and its extracellular products presented
hepatopancreas with grade 1 in lipid content and better formation of tubules concerning
the control (grade 3). Likewise, in gills, the treatments showed grade 2 in necrotic
appearances while the control presented grade 3. The use of kefir is recommended as a
dietary additive to reduce the bacterial load, particularly the vibrios type in the culture of
juvenile P. vannamei.

INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad en continuo crecimiento y evolucién dentro de su &mbito de obtencién
de alimento de origen animal (Kibenge, 2019), esto se debe al incremento exponencial de la poblacién
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(Millard et al., 2020) y demanda una produccion sostenible. Dentro del campo acuicola, la camaronicultura
ocupa el segundo lugar de las producciones mas comercializadas en las Gltimas décadas a nivel global
(Wang et al., 2020), particularmente el camarén blanco (Penaeus vannamei) cuyo cultivo ha avanzado
tecnoldégicamente, pudiendo ser altamente productivo a un elevado intervalo de salinidad, lo que ha dado
paso a su expansidn en muchos paises alrededor del mundo (L. et al., 2018).

Los principales problemas que ha venido atravesando la acuicultura en los procesos de produccion, es la
presencia de las enfermedades presentadas por agentes biolégicos (Figueredo et al., 2020), particularmente
por microorganismos bacterianos, los cuales han ocasionado impactos en los diferentes sistemas
productivos. En el cultivo de P. vannamei, las bacterias patdgenas con mayor impacto son las del género
Vibrio, bacilos gran-negativos, flagelados que son un componente de la microbiota estuarina (Aguilera et
al., 2019). Segun la documentacion cientifica, las especies mas letales en este grupo son el Vibrio
alginolyticus (Kong et al., 2018), V. campbellii (Thirugnanasambandam et al., 2017), V. harveyi (Ma et al.,
2020; Thirugnanasambandam et al., 2019), V. parahaemolyticus (Dong et al., 2020) y V. splendidus
(Chandrakala y Priya, 2017).

Para mejorar la produccién ante la presencia de enfermedades bacterianas, es frecuente el uso de
antibiéticos (Zeng et al., 2019); sin embargo, se ha restringido el uso de estos farmacos en el campo
acuicola por el impacto generado al medio ambiente acuético y la resistencia que adquieren las bacterias
patégenas (Mingmongkolchai y Panbangred, 2018; Wang et al., 2019; Won et al., 2020). Es por ello, que se
sugiere usar microorganismos benéficos, amigables con el medio ambiente, con la finalidad de minimizar
los impactos negativos (Fernandes et al., 2021; Ringo et al., 2020), por la cual, una eficiente alternativa
preventiva para sustituir los productos quimicos son los probi6ticos (Wang et al., 2019; Hai, 2015;
Fernandes et al., 2021; Roomiani et al., 2018).

El término probidtico ha sido establecido como microorganismos que generan beneficios altamente
positivos para la salud del hospedero cuando se aplican en dosis adecuadas (Olmos et al., 2020; Mathur y
Sai, 2020; Yang et al., 2019; Plaza-Diaz et al., 2019; Wang et al., 2018). Particularmente, modifican de
manera positiva la microbiota gastrointestinal (Meybodi y Mortazavian, 2017) y el ambiente que los rodea
(Toledo et al., 2018). Para poder ser considerado dentro de este concepto, el microorganismo debe poseer
caracteristicas ineludibles, como tener la facultad de poder soportar el ambiente gastrointestinal, asi como
sobrevivir y poder mantener su actividad metabolica (Bergmann et al., 2010). Ademas, los probioticos
tienen que colonizar y adherirse al tracto gastrointestinal (Ringo et al., 2020; Suez et al., 2019), modular el
sistema inmunolégico (Garibay et al., 2020), competir contra patégenos por espacio (Ringo et al., 2020),
producir compuestos benéficos y sustancias antagdnicas en los mecanismos de quorum sensing (Toledo et
al., 2018; Ringo et al., 2020).

Actualmente, el uso de probidticos se estd aplicando en la medicina humana, agronomia y acuicultura
(McKenzie et al., 2018). Dentro de la acuicultura, los cultivos de camarones y peces son donde mas se ha
experimentado con el uso de bacterias probi6ticas (Zorriehzahra et al., 2016), y su forma mas usual de
administracion ha sido a través del alimento, mejorando la actividad enzimética y digestiva, o de forma
directa al agua, controlando enfermedades y mejorando su calidad (Kuebutornye et al., 2019).

Uno de los probioticos utilizados en el campo de la medicina humana (Egea et al., 2020) y veterinaria
(Metras et al., 2020) es el kéfir de agua (KA), el cual es un producto compuesto de comunidades
bacterianas que viven en consorcio con otros microrganismos como levaduras. Entre las bacterias que
mayormente predominan son las &cido-lacticas, acido-acéticas (Fels et al., 2018) y bifidobacterias (Eckel y
Vogel, 2020; Fels et al., 2018; Laureys y De Vuyst, 2014). EI KA tiene el potencial de producir compuestos
fermentativos como diéxido de carbono (COy), etanol (C2Hs0OH), acido acético (CH3COOH), acido lactico
(C3Hs0s) (Xu et al., 2018) y otros productos incluyendo compuestos aromaticos volatiles, a partir de
metabolizar productos a base de az(lcar (Fels et al., 2018). La estructura de sus granulos es irregular y posee
una apariencia similar a una coliflor con una textura gelatinosa. Su diametro oscila entre 0,3-3,5 cm, y esta
compuesta de 890-900 g.kg™ de agua, 30 g.kg™* de proteinas, 2 g.kg™ de lipidos, 60 g.kg? de azicar y 7
g.kg de cenizas (Bergmann et al., 2010).
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El presente trabajo evalua el efecto del KA sobre la concentracion de bacterias tipo vibrios en el cultivo
de juveniles del camar6n Penaeus vannamei.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en la Estacion de Maricultura y el laboratorio de sanidad de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Universidad de Técnica de Machala, EI Oro, Ecuador.

Para el bioensayo con las diferentes dietas se usaron ocho contenedores plasticos con capacidad de 55 L,
en el cual, se adicion6 30 L de agua de mar, para mantener 15 juveniles (1,39 + 0,03 g), con recambios de
agua diarios al 6%. La salinidad se mantuvo a 22 UPS, temperatura de 28,2+0,39 °C, oxigeno de
4,74+0,007 mg/L, amonio de 1,17+0,032 mg/L y pH neutro. Los organismos, previo al comienzo de los
tratamientos con KA, se mantuvieron en un periodo de 6 dias con alimento balanceado (36% de proteina,
Aquaxel).

Para establecer los aditivos dietéticos se tomé 1 g de KA (producto natural obtenido a partir de la
fermentacion del jugo de cafia), el cual fue colocado en 122 L de agua esterilizada (autoclave) al que se le
adicionaron 30 mL de melaza. Cada 3 d se afiadié el mismo volumen de melaza y el preparado se mantuvo
a temperatura ambiente. Para la preparacién de la dieta se utiliz6 balanceado al 36% de proteina (Aquaxel),
donde se tom6 0,1 g de pegante (Naturalblind) mezclado con 5 mL de KA para 100 g de alimento.
Asimismo, se determind la prueba de hidroestabilidad en una relaciéon de 1:20 (1 mL de productos
extracelulares-PE: 20 g de balanceado).

El ensayo se establecié con tres tratamientos y el control con su respectiva réplica como se detalla a
continuacién: T1 (balanceado con 75% de KA y 25% de PE); T2 (balanceado con 50% de KA y 50% de
PE); T3 (balanceado con 50% de kéfir deshidratado-KAD y 25% de PE) y TC (solo con alimento
balanceado). Los animales fueron alimentados por un periodo de 10 d, con las dietas preparadas a base de
KA. Los camarones fueron alimentados dos veces al dia con el 3% de su peso corporal durante sus tres
primeros dias. A partir del cuarto dia, se increment6 a 4%, y a 5% desde el octavo dia hasta su culminacién.
A las 24 h de haber concluido el ensayo, se procedio a pesar y recolectar las muestras para los analisis
respectivos de los camarones a partir de intestino, hepatopancreas y branquias.

Para evaluar la condicion de los animales, se realiz6 un analisis en fresco siguiendo la metodologia
Morales y Cuéllar (2008) con observaciones al microscopio 6ptico, determinando los dafios en branquias,
hepatopancreas, contenido lipidico e intestinal, los cuales se valoraron en una escala de 0 a 4 dependiendo
del grado de severidad o alteracion en dichos 6rganos, siendo 0 el grado més leve y 4 el més alto.

La evaluacion de los tratamientos se realizd mediante anélisis microbioldgicos utilizando la metodologia
descrita por Gémez et al. (2019). Todas las pruebas microbiolégicas se realizaron en ambiente esteril
(campana de flujo laminar). Se extrajo 1 g de hepatopancreas de los camarones el cual se macerd y se
realiz6 diluciones seriadas por triplicado de 1/10, 1/100 y 1/1000 en solucién salina (1%), para cada replica
de los tratamientos. Posteriormente, se sembré un volumen de 100 pL en placas Petri, con
CHROMagar™Vibrio, selectivo para bacterias del género Vibrio. Las placas fueron colocadas en un
incubador por un periodo de 48 h a 26 °C. Transcurrido ese tiempo, se contd las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) presentes en cada tratamiento.

Para analizar la incidencia de vibrios (UFC) en juveniles de camarones en los diferentes tratamientos, se
utilizé ANOVA simple con una confiabilidad del 95%; previamente, los supuestos de normalidad de datos
fueron verificados con el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante la independencia
de errores y el test de Levene. Cuando se observaron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos, se aplicé la prueba de rangos y comparaciones multiples de Duncan. El paquete estadistico
para el procesamiento de los datos fue SPSS Statistics 24 version de prueba Windows®.
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RESULTADOS

El incremento en peso de los camarones alcanzado después de 10 d de haber alimentado a los animales

fue de 0,87+0,07 g en el T1 en comparacién con el control, pero, no existi6 diferencias significativas entre
tratamientos (Fig. 1).

Peso de juveiles (g)

0.0
Balanceado con 75% Balanceado con 50% Balanceado con 50% Control
KAy23% FE KAy 50%PE KADy 25% FE
Tratamientos con kéfir de agua

Figura 1. Peso promedio de los juveniles en los diferentes tratamientos y el control (T1- Balanceado con 75% KA y
25% PE; T2- Balanceado con 50% KA y 50% PE; T3- Balanceado con 50% KAD y 25% PE; TC- Balanceado). Las
barras verticales en la grafica indican desviacion estandar en cada tratamiento.

En relacion con las UFC, se observé que la dieta T3 redujo significativamente la mayor cantidad de
vibrios durante la fase de experimentacion. Asimismo, T1 y T2 manifiestan que hay diferencia significativa
con el control. Por otra parte, los tres tratamientos presentan diferencia significativa, lo que indica, que las
combinaciones sirven para reducir la carga bacteriana de vibrios después de la utilizacién del balanceado
suministrado con KA y sus productos celulares (PE) durante 10 d (Fig. 2).

101

Balanceado con 75% Balanceado con 50% Balanceado con 50% Control
KAy 253%TE KAv50% FE KADy 25% FE

309

207

Media Vibrios (UFC)

=
1

=

Tratamientos con Kéfir de agua

Figura 2. Reduccion de UFC.g! de hepatopancreas alimentados con KA (T1- Balanceado con 75% KA y 25% PE; T2-
Balanceado con 50% KA y 50% PE; T3- Balanceado con 50% KAD y 25% PE; TC- Balanceado). Letras diferentes
indican que existen diferencias significativas entre tratamientos (p< 0,05), las barras verticales en la grafica indican
desviacidn estandar en cada tratamiento.
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En cuanto al estado de condicion o salud, el analisis en fresco de las branquias de los camarones mostro
que externamente los animales no presentaron necrosis ni sintomatologia de alguna enfermedad (Fig. 3); sin
embargo, internamente los animales en el tratamiento control a nivel de branquias, presentaron mayor
necrosis en las lamelas (grado 3). Por su parte, con T2 y T3 con KA mostraron un nivel menor de necrosis
(grado 2) y con T1 ain menor (grado 1). Todos los tratamientos con KA presentaron lamelas branquiales
limpias sin sintomas aparentes de alguna posible lesion.

Figura 3. Andlisis en fresco de lamelas branquiales de juveniles obtenidas en el ensayo respecto a cada uno de los
tratamientos (T1- Balanceado con 75% KA y 25% PE- grado 0; T2- Balanceado con 50% KA y 50% PE- grado 2; T3-
Balanceado con 50% KAD y 25% PE- grado 2; TC- Balanceado- grado 3).

A nivel de hepatopancreas, el contenido de lipidos en los tdbulos en los tres tratamientos fue mayor que
el control (Fig. 4), sugiriendo que los camarones tenian una condicion mas saludable, con mayor
asimilacion de los nutrientes de la dieta, los cuales son almacenados como reserva energética en los
animales para después ser utilizados en sus diversos procesos fisiolégicos y metabolicos. De igual manera,
la dieta control present6 deformidad de los tlbulos grado 3 y menor presencia de vacuolas lipidicas en
comparacion con los otros tratamientos que mostraron los tdbulos lisos y llenos de contenido lipidico,
sugiriendo un estado de salud menor en la dieta control (Morales y Cuéllar-Angel 2008).
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Figura 4. Anélisis en fresco de hepatopancreas de juveniles en los tratamientos y el control (T1- Balanceado con 75%
KA 'y 25% PE- grado 1; T2- Balanceado con 50% KA y 50% PE- grado 1; T3- Balanceado con 50% KAD y 25% PE-
grado 1; TC- Balanceado- grado 4).

En cuanto al contenido intestinal, no se observaron diferencias notables entre los tratamientos con
respecto al control, lo cual se explica ya que todos estuvieron alimentados con alimento balanceado sin
complementos naturales.

DISCUSION

Actualmente, es escasa la evidencia que corrobore el uso del KA en el campo acuicola; sin embargo,
Egea et al., (2020) indican que dicho producto ha sido utilizado en el campo de la medicina humana con
propiedades antimicrobianas, anticancerigenas, probidticas y otros, aportando multiples beneficios para la
salud, tales como, la reduccién de los niveles de colesterol y la intolerancia a la lactosa, mostrando
resultados efectivos contra organismos patdégenos. Sin embargo, Metras et al., (2020) mencionan que no
obtuvieron los resultados favorables utilizado en animales (perro y gatos) a una concentracion de 1x10°
UFC/g. En cuanto a documentacién cientifica de KA en crustaceos, ain no se ha evidenciado.

La aplicacion de cepas probioticas inmersas en las dietas alimenticias ha presentado beneficios respecto
al crecimiento del camar6n con resultados semejantes Zheng et al., (2020), donde también se pudo observar
que mediante la adicién de un potencial probiotico a base de Lactobacillus plantarum (bacteria encontrada
en KA) a una concentracion de 10° UFC/mL, mejoré notablemente el crecimiento de los camarones. A
diferencia de esta investigacion, donde los tratamientos alimentados con dietas a basa de KA no presentaron
diferencias significativas respecto al incremento en biomasa, esto podria haber sido debido al tiempo de
dosificacion de los tratamientos, para lo cual se requeria realizar el ensayo por un tiempo méas prolongado.
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En relacidon con los multiples beneficios de las cepas probidticas, se conoce que contribuyen en el
crecimiento, digestibilidad del alimento y refuerzo del sistema inmunolégico del camar6n blanco del
Pacifico (P. vannamei), como lo menciona Ringo et al. (2020), quienes establecen que una mezcla de cepas
probitticas (Lactobacillus sp. y Lactobacillus pentosus) a una concentracion de 107 y 5x10® UFC.g*,
respectivamente, en el alimento mejoraron la digestibilidad enzimatica. Por otra parte, Wang et al. (2019)
sostienen que con la utilizacion de una dieta de cepas probidticas (Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
fermentum, Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae) en combinacién con el alimento, mejoraron
significativamente el crecimiento y la tasa de supervivencia de camarones. En cuanto a la salud de los
animales, se pudo evidenciar en los tres tratamientos conteniendo el KA, que la suplementacién de la dieta
también contribuye a mejorar el estado interno de los camarones.

Asimismo, Li et al. (2018) mencionan que la cepa probidtica de Bifidobacterium (bacterias encontradas
en KA) mezclado en el alimento ha tenido resultados ampliamente positivos en la reduccidn de bacterias de
género Vibrio dentro del cultivo de P. vannamei. Por otra parte, Roomiani et al. (2018) han ensayado con
una cepa de Lactobacillus bulgaricus a una concentracion de 10° UFC.g™ con el alimento en el cultivo de P.
vannamei y sus resultados son similares a los que presenta esta investigacion, encontrando reduccién en las
colonias de vibrios. Muchos investigadores indican que estd ampliamente estudiado los beneficios que
producen los conglomerados de bacterias probi6ticas, tal como lo es el KA, que es un consorcio microbiano
que podria ayudar en la salud de los animales. Por otra parte, la combinacién del 50% de KAD y 50% de
PE (acido lactico, &cido acético, péptidos bioactivos) mostraron una reduccion significativa del total de las
cepas de vibrios en el hepatopancreas, lo que sugiere que este consorcio tendria la capacidad de proteger a
los animales frente a una enfermedad de origen bacteriano.

De igual manera, dentro del cultivo P. vannamei se presentan estudios que respaldan el uso de mezclas
de cepas probidticas en conjunto con levaduras (Lactobacillus acidophilus y Saccharomyces cerevisiae)
aplicadas en alimentos, las cuales han presentado resultados sobresalientes en cuanto a la reduccion de
vibrios (V. parahaemolyticus). Asimismo, mostraron efectos preventivos ante la presencia de enfermedades
como la hepatopancreatitis necrotizante o Necrosis Hepatopancreética Aguda (AHPND), tal como lo
menciona Pooljun et al. (2020). El uso de consorcios bacterianos a partir de KA aplicado en camarén podria
tener impacto positivo a nivel inmunoldgico donde los tratamientos de alimento con KA presentaron una
reduccién de UFC a diferencia del control que presentd niveles significativamente mas elevados. Estudios
de respuestas inmunolégicas del camardn alimentados con Kéfir y no, son necesarios para dilucidar la
hipdtesis antes sefialada.

Los resultados obtenidos en esta investigacién sustentan los resultados de Rosales (2012), quien indica
que después de haber administrado un consorcio microbiano de cepas probidticas (Pedioccocus sp. y
Bacillus sp.) y levaduras (Pichia sp. y Dekkera sp.) observo en las branquias del camardn un bajo nimero
de lamelas con melanosis, a diferencia del control que presentd mayor cantidad de necrosis en este tejido.
Por su parte, Kuebutornye et al., (2019) mencionan que el uso de probioticos, especificamente especies del
género Bacillus, presentan un efecto directo sobre el control de patégenos mediante la produccion de
antibidticos, optimizacion y digestibilidad del alimento, asi como mejoramiento de la calidad del agua y
fondo. Por otra parte, las cepas probidticas contenidas en el KA tienen la capacidad de producir acidos
organicos, los cuales podrian potencializar la digestibilidad del alimento. Sin embargo, no se ha
comprobado aun a nivel exégeno o aplicado directamente al agua para medir su efecto, por lo que se
sugieren investigaciones para determinar este efecto.

Nuestros resultados evidencian el efecto del kéfir de agua y sus productos extracelulares en reducir la
carga bacteriana del género Vibrio presentes en hepatopancreas de juveniles de Penaeus vannamei, y
mejoran el estado de salud de los animales, lo cual sugiere su uso en la prevencién y control de vibriosis; se
sugiere experimentaciones a escalas mayores para determinar su proyeccion de implementacion econémica
y estudios de aislamiento, identificacion de bacterias del Kefir de agua, en funcion de determinar sus
propiedades probidticas en camarones y otros organismos acuaticos.
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