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RESUMEN 

 

En los últimos años, la población mundial de las abejas melíferas ha 

experimentado una gran mortalidad. Es necesario recurrir a alternativas naturales para 

controlar enfermedades y mejorar el bienestar general de las colmenas. Entre ellas, los 

probióticos constituyen una propuesta natural, fácil de aplicar y que no deja residuos 

contaminantes en la colmena. El objetivo de esta tesis fue desarrollar un suplemento 

nutricional con potencial probiótico para alimentación de abejas (Apis mellifera L.) 

constituido por microorganismos aislados de kéfir de agua para contribuir a mitigar los 

actuales problemas nutricionales de la colmena.  

En la etapa inicial, se caracterizó química y microbiológicamente un kéfir de agua 

elaborado en el laboratorio. Se encontró una compleja comunidad microbiana, 

constituida principalmente por bacterias del ácido láctico y levaduras, las cuales fueron 

aisladas y caracterizadas fenotípicamente. Luego, se probaron in vitro las propiedades 

antimicrobianas de los sobrenadantes microbianos frente a dos patógenos de interés 

apícola, Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis. A continuación, se evaluó la toxicidad 

de los sobrenadantes de las bacterias y levaduras que presentaron una fuerte actividad 

inhibitoria in vitro. Los sobrenadantes no resultaron tóxicos para las larvas, y, por lo 

tanto, se evaluó su capacidad probiótica mediante pruebas de tolerancia in vitro: 

capacidad de crecimiento a diferentes pHs y temperaturas y distintas concentraciones 

de NaCl y de jarabe. Las bacterias y levaduras con mayor supervivencia se 

seleccionaron como potenciales probióticos y fueron identificadas genotípicamente.  

En una última etapa, se desarrolló en el laboratorio el nuevo suplemento 

nutricional para abejas, incorporando la cepa de la bacteria y la levadura probióticas, 

por separado. Posteriormente, se realizaron ensayos a campo para evaluar la 

efectividad del suplemento, la preferencia por el mismo y determinar la condición 

nutricional de las abejas que lo consumieron. Las dos cepas microbianas presentaron 

la misma supervivencia en las condiciones de campo. Los suplementos probióticos 

fueron aceptados y consumidos por las abejas. Más aún, la incorporación de los 

microorganismos al suplemento mantuvo el estado nutricional de las abejas adultas y 

las pupas. 

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en esta tesis, se aceptan las 

hipótesis propuestas: los microorganismos aislados a partir de kéfir de agua tienen el 

potencial para actuar como probiótico y, el suplemento nutricional con potencial 

probiótico constituye una alternativa eficaz para enfrentar los problemas nutricionales 
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que se evidencian actualmente a nivel de colonia. 

El trabajo realizado en esta tesis permitió obtener información de utilidad en la 

investigación apícola para mejorar la nutrición y bienestar de las abejas. Además, 

reporta por primera vez la actividad antimicrobiana de especies de levaduras del kéfir 

frente a dos patógenos apícolas de interés global. Los resultados obtenidos en esta 

investigación demostraron que los probióticos son una alternativa con gran potencial 

para la apicultura. El uso de probióticos es una temática muy reciente y novedosa y, por 

lo tanto, es importante continuar con las investigaciones en esta área para lograr el 

manejo sustentable de las abejas, el cual se ha convertido en un gran desafío. 

 

Palabras claves: Apis mellifera, probióticos, kéfir de agua, suplemento 

nutricional, microbiota. 
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ABSTRACT 

 

In recent years, the global population of honey bees has been facing high 

mortality rates. Natural alternatives that could control diseases and also improve bee 

health are needed. Among them, probiotics represent a potential adjunct or alternative 

that can easily be applied to bee colonies without contamination of their products. In this 

context, the main goal of this thesis was to develop a nutritional supplement with potential 

probiotic microorganisms isolated from water kefir to feed honey bees (Apis mellifera L.), 

as a therapy against nutritional issues that affect bee hives.  

In the initial stage, a water kefir produced at the laboratory was chemically and 

microbiologically characterized. A complex microbial community was found, consisting 

mainly of lactic acid bacteria and yeasts, which were isolated and phenotypically 

characterized. Then, the antimicrobial properties of the microbial supernatants were 

tested in vitro against two pathogens affecting honey bees on a global scale, 

Paenibacillus larvae and Ascosphaera apis. Following, the toxicity of the supernatants 

of bacteria and yeasts that presented a strong inhibitory activity in vitro was evaluated. 

The supernatants were not toxic to bee larvae and, consequently, their metabolic 

properties were analyzed through several in vitro tests. The bacteria and yeasts that best 

survived against the stress tests were selected as potential probiotics and were 

genotypically identified.  

In the final stage, a novel nutritional supplement to feed bees was developed at 

the lab, containing the selected probiotic bacteria and yeast, separately. Next, a series 

of field trails was performed to assess the efficacy of the nutritional supplement and the 

impact on bee’s nutrition. Both microbial strains showed the same survival in the 

supplement in the field conditions. The probiotic supplements were well accepted and 

consumed by honey bees. Moreover, the incorporation of the microorganisms to the 

supplement maintained the nutritional status of the bees and pupae.  

Based on the results obtained in the present thesis, both hypotheses are 

accepted: the microorganisms isolated from water kefir have the potential to be used as 

probiotics, and, the nutritional supplement with probiotic potential constitutes an effective 

alternative for colony feeding. 

This work provides valuable information that can be helpful and useful in the 

apicultural research to improve bees´ nutrition and health. Moreover, it proves the 

antimicrobial activity of yeast species from kefir against two bee pathogens of global 

importance, which has not been reported before. The results show that probiotics are an 
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alternative with great potential for apiculture worldwide. The use of probiotics is a recent 

and novel thematic, and, therefore, it is important to continue research in this area to 

manage honey bees in a sustainable way, which has become increasingly difficult.   

 

Key words: Apis mellifera, probiotics, water kefir, nutritional supplement, 

microbiota. 
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SIGLAS Y ABREVIATURAS 

 

1H-RMN: Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de 1H 

Abs: Absorbancia 

ADE: Agua destilada estéril 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ARN: Ácido ribonucleico 

BAL: Bacterias del ácido láctico 

CC: Control de crecimiento 

CE: Control de esterilidad 

CIM: Concentración inhibitoria mínima 

CP: Componentes principales 

dNTPs: Desoxirribonucleótido trifosfato  

D.O: Densidad óptica 

DMS: Prueba de Diferencia Mínima Significativa 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

FAO: Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

GRAS: Generally Recognized as Safe 

HyL: Hongos y levaduras 

ISAPP: Asociación Científica Internacional de Probióticos y Prebióticos (International 

Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) 

ITS: Espacios (regiones) de intergenes ribosomales transcriptos (Internal Transcribed 

Spacer) 

LSD: Diferencia minima significative (Least Significant Difference) 

MRS: Man Rogosa Sharpe 

MYPGP: Mueller-Hinton, extracto de levadura, fosfato potásico, glucosa y piruvato de 

sodio  

OMS: Organización Mundial de la Salud   

OTU: Unidad taxonómica operativa (Operational Taxonomic Unit) 
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PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline) 

rpm: Revoluciones por minuto 

SDS: Laurilsulfato sódico 

SLC: Sobrenadante libre de células 

Tris: Trisaminometano 

UFC: Unidades formadoras de colonias 

UV: Ultravioleta 

YGPSA: extracto de levadura, glucosa, KH2PO4, almidón soluble y agar 
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Capítulo 1: Introducción general 

 

1.1. La Apicultura en Argentina 

La apicultura en Argentina es sinónimo de arraigo, desarrollo territorial, fuente de divisas 

y empleo, además de ser una actividad complementaria y sinérgica en la producción de 

alimentos (Barreto, 2018). En el hemisferio sur, Argentina es el país con mayor cantidad 

de colmenas y es reconocido por la calidad de la miel que produce en gran parte de su 

territorio. Posee una cantidad aproximada de 28.600 apicultores que explotan alrededor 

de 2,5 millones de colmenas en todo el país (Subsecretaría de Programación 

Microeconómica, Ministerio de Hacienda, 2018). Esta condición se basa en las grandes 

extensiones de pastizales naturales, la abundante flora autóctona y las enormes 

superficies implantadas con diversos cultivos agroindustriales que se encuentran a 

disposición de la producción apícola. El complejo productivo apícola constituye un 

ejemplo de cadena agroalimentaria consolidada. Esta situación no solo posiciona al país 

dentro de los líderes en producción y exportación de miel, sino que es considerado como 

referente internacional en el desarrollo de tecnologías de producción gracias a la 

institucionalidad vinculada al sector productivo (Ministerio de Agricultura, Ganadería y 

Pesca, 2022). La actividad apícola en la provincia de Buenos Aires es sinónimo de 

territorialidad y diversificación productiva. En cada uno de los 135 municipios hay 

productores, con diferentes escalas de producción, que realizan esta labor, que 

adicionalmente aporta una gran variedad de servicios ecosistémicos. La apicultura es 

una de las pocas actividades que es anexa a otras producciones agropecuarias, 

favoreciendo la polinización de cultivos forrajeros, hortícolas y frutícolas, generando 

valor agregado en los productos de la apicultura, mejorando los cultivos y cuidando el 

ambiente. Para el sector, Buenos Aires es la provincia más importante a nivel nacional. 

Cuenta con 1.5 millones de colmenas digitalizadas, representadas por 6.000 

productores apícolas, de las que se extrae y procesa miel en 950 establecimientos 

apícolas. Esto genera un procesado anual de 38 millones de kilos de miel (Guardia 

López, 2024). 

 

1.2. Definición del problema: Las abejas y el medio ambiente  

Las abejas melíferas (Apis mellifera L.) cumplen un rol fundamental en la 

sustentabilidad de los ecosistemas a través del impacto que generan en la población y 

reproducción de las especies de plantas en áreas naturales (Biesmeijer et al., 2006; 

Potts et al., 2016). Son, posiblemente, los insectos polinizadores más importantes a nivel 
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global debido a su influencia a gran escala en el suministro internacional de alimentos y 

en las economías agrícolas. Datos provenientes de más de 200 países demuestran que 

el 75,7 % (87/115) de los principales cultivos alimenticios del mundo dependen en cierta 

medida de la polinización llevada a cabo por los animales, generalmente, insectos. Se 

estima que, de todos los cultivos que requieren de la polinización, el 59,8 % (52/87) 

dependen específicamente de las abejas melíferas (Klein et al., 2007). 

En las últimas décadas, a pesar de su rol esencial en el servicio de polinización 

de cultivos y especies naturales, la población global de las abejas está sufriendo una 

elevada mortalidad. Entre los principales factores de esta merma poblacional se pueden 

mencionar las deficiencias nutricionales asociadas a la pérdida de hábitats, la exposición 

a pesticidas y antibióticos y la presencia de patógenos y parásitos (Goulson et al., 2015).  

Las prácticas intensivas de la agricultura moderna, caracterizadas por el 

monocultivo, así como la fragmentación del hábitat y la pérdida de zonas silvestres, 

provocan que las fuentes de recursos para las abejas sean escasas, impidiéndoles una 

óptima alimentación (Foley et al., 2012). En los últimos años, en numerosas regiones de 

nuestro país, el significativo avance de la frontera agrícola generó una reducción cuanti-

cualitativa y temporal de fuentes alimenticias. Así, quedó reducida la superficie de la 

flora natural, lo que repercutió negativamente en la actividad apícola (Marini, 2008; 

Haedo et al., 2017). Existen datos que documentan que la mencionada modificación del 

agroecosistema que experimentan muchas regiones ha reducido las fuentes de polen y 

néctar provocando estrés nutricional en las colmenas, problemas sanitarios y bajos 

rendimientos (Naug, 2009; Dolezal y Toth, 2018). 

Este avance de la agricultura también ha ido acompañado por un importante 

aumento en el uso de agroquímicos que afectan desfavorablemente a las especies 

polinizadoras, entre ellas la abeja. Más aún, el uso de antibióticos y productos químicos 

incrementa el riesgo de contaminación de todos los productos de la colmena (García 

Girou, 2008). 

Respecto a los patógenos, entre los principales que afectan a la cría de las 

abejas melíferas se encuentra Paenibacillus larvae. Es una bacteria esporulada 

causante de la Loque americana, enfermedad bacteriana más severa que afecta a las 

larvas de abejas. Las células vegetativas de P. larvae colonizan el intestino medio de la 

larva y proliferan allí. Las esporas germinan rápidamente luego de ingresar en el tracto 

intestinal y se multiplican, invadiendo el hemocele y los tejidos distantes, causando la 

muerte de la larva (Genersch, 2010). Durante el estadio de infección, P. larvae se 

alimenta de lo que ha ingerido la larva. Las esporas pueden permanecer viables por 
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largos períodos de tiempo y sobrevivir a condiciones ambientales adversas (Shimanuki, 

1990). Los individuos enfermos cambian del color normal blanco nacarado al beige y 

castaño oscuro, casi negro transformándose en una masa viscosa. Con el correr del 

tiempo, los restos larvales se secan dando lugar a la formación de una escama negra 

que se adhiere firmemente al piso y fondo de las celdas (Sturtevant, 1932). 

En cuanto a las enfermedades causadas por hongos que afectan a la cría de las 

abejas se puede mencionar a Ascosphaera apis, que provoca la enfermedad 

denominada cría yesificada. Éste pertenece al grupo de los Ascomycetes, dentro de 

Eurotiomycetes. A. apis tiene un estrecho rango de hospedadores, depende solamente 

de la reproducción sexual y tiene muchas adaptaciones específicas del hospedador 

(Jensen et al., 2013). El reconocimiento de esta enfermedad en el campo se basa en la 

detección visual de la cría enferma que presenta el aspecto de “momias”. Puede reducir 

la productividad de la colonia al disminuir el número de abejas recién emergidas y, en 

algunos casos, puede llevar a la pérdida de la colonia. Es una enfermedad que se 

encuentra en la mayoría de las regiones del mundo, incluyendo climas secos y cálidos. 

Los síntomas de la enfermedad suelen aparecer por un corto período de tiempo, 

típicamente cuando las condiciones del clima son frías y húmedas (Aronstein y Murray, 

2010). 

 

1.3. Nutrición y su relación con la microbiota de las abejas 

Al igual que otras ramas de la producción animal, la alimentación constituye uno 

de los pilares principales de la apicultura (García Girou, 2002). En las abejas melíferas, 

la nutrición juega un papel fundamental en el desarrollo, mantenimiento y 

establecimiento de las colonias, particularmente en la determinación de las castas y en 

la plasticidad del comportamiento social. 

La dieta de las abejas deriva exclusivamente del néctar, que constituye la fuente 

de carbohidratos, y del polen, que provee las proteínas y grasas. El néctar de diferentes 

plantas difiere en composición y valor nutricional para las abejas. De igual manera, la 

calidad del polen es variable y, en algunos casos, uno o más aminoácidos esenciales 

pueden no estar presentes en él (Crane, 1990). Asegurar una zona de alimentación 

nutritiva es lo más adecuado, sin embargo, cuando no es posible, una práctica común 

que realizan los apicultores es suplementar las colonias con polen o sustitutos de polen 

para asegurar una nutrición apropiada. La suplementación con jarabe también es una 

práctica común para mantener la actividad de las abejas (DeGrandi-Hoffman et al., 

2008). La activación del sistema inmune de las abejas es energéticamente costosa y 
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aquellos individuos cuya alimentación ha sido deficiente son más susceptibles a sufrir 

infecciones parasitarias. Además, los parásitos compiten directamente con el 

hospedador por sus requerimientos nutricionales y, como consecuencia, los 

hospedadores tienen menor capacidad de tolerancia al estrés causado por los mismos 

(Crane, 1990; Brodshneider y Crailsheim, 2010). En este sentido, la salud de la cría es 

un factor crucial para la supervivencia de la colonia. Durante la fase larval, las 

condiciones ambientales influyen en el comportamiento y longevidad de las abejas. Uno 

de problemas más comunes de encontrar en las colonias de abejas es la presencia de 

pesticidas en el polen o en el néctar con los que son alimentadas las larvas, lo que 

puede tener consecuencias perjudiciales para la cría de las abejas (Hendriksma et al., 

2011). 

El polietismo temporal de las abejas hace que, como primera función dentro de 

la colmena, las abejas recién emergidas sean las encargadas de la limpieza de la 

colmena, mientras que las nodrizas cumplen la segunda función dentro de la colonia, y 

son las encargadas de alimentar a la cría, cumpliendo un papel fundamental en la 

supervivencia de la colonia. Una nodriza saludable secreta una cantidad abundante de 

péptidos antimicrobianos a través de sus glándulas hipofaríngeas durante la producción 

de jalea real para alimentar a las larvas. Una nodriza desnutrida puede no producir una 

suplementación adecuada para protegerse así misma o para proteger a las larvas de 

infecciones (Harwood et al., 2019). Otro parámetro que puede afectar a la cría de las 

abejas es el potencial peligro que representan las abejas nodrizas como vectores de 

transmisión de enfermedades en la colmena al ser potenciales reservorios de patógenos 

en la cámara de cría (Erban et al., 2017). 

El término microbiota hace referencia específicamente a los microorganismos en 

sí mismos (bacterias, arqueas, hongos y virus) que se encuentran en un determinado 

ambiente. La microbiota del intestino ha sido la más ampliamente estudiada, siendo el 

tubo digestivo el ambiente donde se encuentra la mayor densidad de microorganismos 

(ISAPP, 2019). En el caso de las abejas, estas poseen una microbiota núcleo o central 

(“core microbiota”) que madura durante el desarrollo temprano y se mantiene 

relativamente estable a través de la mayor parte de la vida adulta. Esta microbiota 

núcleo consiste en seis a diez filotipos (Bonilla-Rosso y Engel, 2018), siendo dominante 

el género Lactobacillus spp., cuando la abeja está saludable. La microbiota del tracto 

gastrointestinal se puede dividir en nichos separados. En un estado saludable, el 

intestino medio posee aproximadamente 104 UFC/porción, el íleo 106 UFC/porción, y el 

recto 109 UFC/porción, con distintas proporciones de los grupos Firmicutes, 

Proteobacteria, Actinobacteria y especies no pertenecientes al núcleo, como patógenos 
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y microbios del ambiente (Figura 1.1) (Daisley, 2021). 

Las abejas dependen de una adecuada microbiota intestinal para las funciones 

digestivas e inmunomoduladoras (Barribeau et al., 2015). La microbiota puede conferir 

resistencia a la exposición a pesticidas (Wu et al., 2020), inhibir la invasión por parte de 

patógenos (Raymann et al., 2017), ejercer resistencia a la colonización de parásitos 

(Schwarz et al., 2019) y mejorar la asimilación de nutrientes provenientes de la dieta 

(Bonilla-Rosso y Engel, 2018). Esta homeostasis con sus microorganismos ha sido 

alterada por las actividades antropogénicas propias del sistema agroindustrial presente 

principalmente en los países agroexportadores. Es por ello que hay un interés a nivel 

mundial en desarrollar nuevas herramientas que puedan llevar a mejores prácticas en 

la apicultura. El uso de microorganismos beneficiosos como los probióticos es una 

opción para mejorar la microbiota de las abejas y su estado nutricional, así como 

combatir enfermedades y mantener el bienestar de las colonias de manera sostenible. 

En ese contexto, la incorporación de probióticos en la dieta de las abejas constituye una 

alternativa natural, amigable con el medio ambiente, fácil de aplicar y que no deja 

residuos contaminantes en la colmena y, principalmente, en la miel (Endo y Salminen, 

2013).  

Figura 1.1. Representación de la microbiota del tracto gastrointestinal de una abeja 

melífera en estado saludable, expresado como UFC/porción intestino. 

 

1.4. Probióticos 

Los probióticos se definen como “microorganismos vivos que, cuando se 

administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del 

hospedador” (Hill et al., 2014). En el año 2018, la Asociación Científica Internacional de 
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Probióticos y Prebióticos (ISAPP) propuso una lista de los criterios mínimos que debe 

cumplir un alimento o suplemento para ser considerado probiótico. Estos incluyen: 1. 

Caracterización adecuada que permita identificar al microorganismo hasta el nivel de 

cepa; 2. Nombre del probiótico de acuerdo a la nomenclatura científica; 3. Seguridad; 4. 

Inclusión en una colección de cultivo internacional; 5. Ejercer un beneficio para la salud, 

el cual debe ser demostrado en al menos un estudio en humanos; 6. El producto que 

utiliza el probiótico debe proporcionar hasta el final de su vida útil un nivel suficiente de 

microbios vivos para ofrecer un beneficio para la salud (ISAPP, 2018).  

El requisito de seguridad hace referencia a que el microorganismo sea 

reconocido como GRAS (Generally Recognized As Safe); para garantizarlo debe ser 

sometido a una serie de pruebas de seguridad, como la ausencia de genes de 

resistencia y factores de virulencia, entre otras. Además, debe ser capaz de tolerar las 

condiciones del tracto gastrointestinal, incluyendo el pH gástrico, las enzimas digestivas 

y la acción de las sales biliares para poder llegar viables y en gran cantidad al intestino. 

Una vez allí, debe colonizarlo y adherirse a la mucosa intestinal para que tenga lugar la 

modulación de la respuesta inmune, así como la exclusión de microorganismos 

patógenos (Bolla, 2011).  

El criterio propuesto por ISAPP para caracterizar adecuadamente un probiótico 

hasta el nivel de cepa es importante debido a que algunas propiedades son cepa-

específicas (Binda et al., 2020; McFarland y Evans, 2018; van den Akker et al., 2018). 

El nombre de la cepa debe ser provisto de acuerdo a la nomenclatura actual de 

bacterias, basado en el Código Internacional de Nomenclatura (Parker et al., 2019). 

Existe una lista de los nombres de procariotas disponible en http://www.bacterio.net/ 

(Parte, 2018). Una vez que la cepa ha sido identificada correctamente, debe ser 

depositada en una colección de cultivos reconocida internacionalmente. Actualmente, 

existen 792 colecciones de 78 países y regiones registrados (Forssten et al., 2020). 

La definición de probióticos afirma que éstos deben ser administrados en 

cantidades suficientes para conferir un beneficio para la salud del hospedador. Es por 

ello que la capacidad de multiplicarse y la cinética de crecimiento del microorganismo 

deben ser evaluadas para seleccionar las cepas más adecuadas. Una vez determinada 

cuál es la dosis eficaz, se debe estudiar su viabilidad y garantizar que se mantiene hasta 

el final de la vida útil del producto en el cual han sido incorporadas (Binda et al., 2020).  

Entre los efectos de los probióticos se destacan el fortalecimiento de las 

defensas del intestino, la mejora en la digestión y la modulación del sistema inmune (Li 

et al., 2016; Sanders et al., 2019). Además, ciertas cepas probióticas pueden evitar el 
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uso de antibióticos, minimizando la posibilidad de infecciones oportunistas causadas por 

patógenos resistentes a los antimicrobianos (Reid et al., 2001). Los probióticos pueden 

intervenir en la función metabólica y fisiológica del intestino a través de diferentes 

mecanismos de acción, tales como la prevención de la colonización de patógenos, el 

mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, la modificación de la 

histomorfología del epitelio intestinal, la digestión y biodisponibilidad de nutrientes, el 

balance de la comunidad microbiana y el mejoramiento de la función del sistema inmune 

(Londero, 2012).  

 

1.5. Probióticos para abejas 

Los probióticos son utilizados en los animales con dos principales fines, mejorar 

el sistema inmune y promover la presencia de microorganismos beneficiosos en el tracto 

gastrointestinal, lo cual puede ayudar a la digestión y proteger contra enfermedades 

(Tanner et al., 2018). En el caso de las abejas, los probióticos pueden ser utilizados 

como reemplazo de los antibióticos y como suplemento para las colonias. Los estudios 

llevados a cabo con probióticos han demostrado el efecto de la suplementación oral, 

especialmente de bacterias lácticas, y se han focalizado en enfermedades en las que el 

tracto intestinal es el sitio de ingreso de los patógenos al hemocele de las abejas, tales 

como la loque americana y cría yesificada. 

Con respecto a la actividad inhibitoria de ciertas bacterias sobre el crecimiento 

de P. larvae, causante de loque americana, existen numerosos estudios que 

demuestran su efectividad (Arredondo et al., 2018; Bartel et al., 2019). Por ejemplo, 

Iorizzo et al. (2020) evaluó 61 cepas de Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente 

Lactobacillus plantarum) aisladas de pan de polen y del intestino de abejas. Las cepas 

presentaron un gran antagonismo frente al patógeno y mostraron propiedades 

fisiológicas y bioquímicas adecuadas para su uso como probióticos en la dieta de las 

abejas. Resultados similares fueron encontrados por Arredondo et al. (2018) quien 

estudió cepas de Apilactobacillus kunkeei aisladas del intestino de las abejas. En este 

caso, los ensayos se realizaron alimentando larvas de abejas en el laboratorio con las 

mencionadas cepas, las cuales disminuyeron la mortalidad de las larvas asociada a la 

infección con P. larvae. 

Por último, para la enfermedad cría yesificada, el estudio de bacterias con 

capacidad de inhibir el crecimiento de A. apis se ha focalizado en las bacterias lácticas. 

Entre ellas, se ha reportado el efecto beneficioso de Lactobacillus johnsonii, una bacteria 

asociada a la microbiota de las abejas (Audisio, 2016). En otro estudio, Iorizzo et al. 
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(2021) analizaron la capacidad antagónica de 22 cepas de L. plantarum frente al hongo 

patógeno. Evaluaron distintas matrices, incluyendo lisado celular, cultivo celular y 

sobrenadante libre de células. Los autores encontraron que todas las cepas presentaron 

actividad antifúngica, en distintas intensidades. Esto fue atribuido a la producción de 

sustancias biológicamente activas contra el hongo. Sus resultados confirman el rol 

antagónico de las bacterias frente a patógenos que utilizan el tracto digestivo de las 

abejas como sitio de infección, como A. apis. 

 

1.6. Suplementos nutricionales para abejas 

El acceso a fuentes diversas y naturales de polen y néctar es esencial para una 

completa y adecuada alimentación de las abejas. Sin embargo, como se mencionó 

previamente, la falta de diversidad de nutrientes debido a los monocultivos y pérdida de 

hábitats ha llevado a que los apicultores suplementen las colonias con sustitutos 

proteicos o jarabes de sacarosa para prevenir deficiencias nutricionales. Los 

suplementos proteicos son estrategias indispensables en la apicultura en la mayoría de 

los países. Está demostrado que mejoran la resistencia a enfermedades causadas por 

virus y hongos (Dolezal y Toth, 2018), y se ha reportado que la suplementación proteica 

puede aumentar la expresión a nivel de genes y proteínas del péptido antimicrobiano 

apidaecina (Danihlík et al., 2018). 

Una práctica novedosa que ofrece una oportunidad para los apicultores es la 

incorporación de microrganismos beneficiosos a los suplementos alimenticios 

destinados a las abejas, con el fin de combatir enfermedades infecciosas. Debido a que 

el estado nutricional de la abeja es influenciado por su microbiota, la cual tiene un rol 

fundamental en la biosíntesis de vitaminas (Zheng et al., 2017), en la descomposición 

de los componentes recalcitrantes del polen (Bonilla-Rosso y Engel, 2018) y en el 

metabolismo de azúcares tóxicos (Zheng et al., 2016), es interesante utilizar 

microorganismos para mitigar estreses que afectan a las abejas.  

El método por el cual el probiótico es provisto como alimento a las abejas es un 

punto importante que puede influir en su eficacia ya que, por ejemplo, el agregado del 

microorganismo al jarabe de sacarosa podría tener un rendimiento inferior debido al 

estrés osmótico que puede causar en las células bacterianas (Ptaszyńska et al., 2016). 

La suplementación de las colonias con cepas seleccionadas de lactobacilos se ha 

llevado a cabo a través de su incorporación a un suplemento proteico. Su utilización 

redujo los niveles de P. larvae en las colmenas y mejoró la supervivencia de las abejas 

en ensayos in vitro (Daisley et al., 2020a, b). 
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1.7. Kéfir de agua: fuente de potenciales probióticos 

La mayoría de las cepas microbianas utilizadas como probióticos se han aislado 

del intestino de las abejas, siendo seleccionados en base a su antagonismo in vitro 

frente a determinados patógenos. Sin embargo, también se han aislado especies 

microbianas del ambiente o de formulaciones para consumo animal y humano (Alberoni, 

2018). Actualmente, los probióticos se pueden obtener de distintos productos (Panghal 

et al., 2018). Entre ellos, el kéfir representa una fuente natural y novedosa de potenciales 

probióticos (Nejati et al., 2020) con beneficios para la salud y actividad antimicrobiana 

(Sindi et al., 2020). 

El kéfir es una bebida fermentada originaria de la región del Cáucaso a la cual 

se le acreditan varias propiedades beneficiosas para la salud. Esta bebida fermentada 

con los gránulos de kéfir es consumida por el hombre desde hace miles de años sin 

registrarse efectos adversos (Liu et al., 2002, 2006). Se obtiene a partir de la actividad 

metabólica de los gránulos de kéfir, una masa gelatinosa e irregular de consistencia 

elástica (Figura 1.2). Los gránulos están constituidos por una matriz de polisacáridos y 

proteínas en la que convive un ecosistema de microorganismos en simbiosis, capaces 

de fermentar distintos compuestos azucarados (Garrote et al., 2001). Normalmente, el 

kéfir contiene 85–90 % de humedad, 0,2 % de lípidos, 3 % de proteínas, 6% de 

azúcares, 0,7% de cenizas y 1 % de ácido láctico y alcohol (expresado como % p/v). La 

microbiota del kéfir consiste en levaduras fermentadoras o no fermentadoras de lactosa, 

bacterias lácticas homofermentativas y heterofermentativas y bacterias ácido-acéticas. 

Las especies microbianas presentes dependen del origen de los gránulos, las 

condiciones de cultivo, de almacenamiento y elaboración del kéfir (Liu y Lin, 2000).  

La comunidad microbiana presente en los gránulos del kéfir incluye especies de 

bacterias lácticas, bacterias del ácido acético y levaduras (Fiorda et al., 2017). Entre las 

bacterias se han reportado las especies Lactobacillus casei (Lb. paracasei, Lb. kefir, Lb. 

parakefir, Lb. hilgardii, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. plantarum, Lactococcus 

lactis, Leuconostoc (Koroleva, 1988; Garrote et al., 2001; Otogalli et al., 1973; Simova 

et al, 2002; Witthuhn et al., 2004). Las levaduras presentes en el kéfir incluyen a 

Saccharomyces cerevisiae, S. kefir, Candida kefir, Kluyveromyces marxianus, 

Torulaspora delbrueckii, Torulopsis holmii (Rosi, 1978; Koroleva, 1988; Iwasawa et al, 

1992; Angullo et al, 1993; Simova et al, 2002;), entre otras. 

El descubrimiento de que un componente importante de la microbiota del 

intestino de las abejas está representado por lactobacilos y bifidobacterias ha llevado a 

los científicos a investigar la similitud y analogía con las bacterias probióticas más 
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ampliamente estudiadas en animales y humanos. En particular, el kéfir posee una gran 

diversidad de bacterias lácticas que podrían inhibir a patógenos a través de distintos 

mecanismos y ayudar a prevenir enfermedades. De manera similar a la dieta de las 

abejas, el kéfir de agua contiene azúcares de las frutas ricas en fructosa, convirtiéndolo 

así en un ambiente adecuado para la obtención de microorganismos como las bacterias 

lácticas y las levaduras, que podrían ser incorporadas en los suplementos alimenticios 

para mejorar la salud y bienestar de las abejas (Rodríguez et al., 2023).  

 

 

Figura 1.2. Kéfir de agua, una bebida fermentada obtenida a partir de la fermentación 

de los gránulos de kéfir en una solución azucarada. 

 

1.8. Hipótesis y objetivos 

Desde el año 2015, en el Laboratorio de Estudios Apícolas (LabEA) del 

Departamento de Agronomía de la Universidad Nacional del Sur, que pertenece a la red 

de centros de I+D de la Comisión de Investigaciones Científicas de la provincia de 

Buenos Aires (CIC), se está trabajando para contribuir a mitigar los actuales problemas 

nutricionales que afectan al bienestar general de la colonia de abejas. En base a las 

investigaciones y estudios realizados se generaron publicaciones y trabajos que, junto 

con el estado actual del conocimiento, llevaron a plantear las hipótesis y los objetivos 

de esta tesis. 
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Hipótesis 

1. Los microorganismos obtenidos a partir de kéfir de agua tienen el potencial para 

actuar como probiótico, mejorando el estado de salud y bienestar de abejas y 

larvas. 

2. El suplemento nutricional con potencial probiótico constituye una alternativa 

eficaz para mitigar los problemas nutricionales que se evidencian actualmente a 

nivel de la colonia. 

 

Objetivo general 

Desarrollar un suplemento nutricional con potencial probiótico para alimentación de 

abejas (Apis mellifera L.) constituido por microorganismos aislados de kéfir de agua para 

contribuir a mitigar los actuales problemas nutricionales de la colonia.  

 

Objetivos específicos 

1. Caracterizar y analizar el kéfir de agua como fuente de potenciales probióticos 

para abejas. 

2. Estudiar in vitro las propiedades antimicrobianas de microorganismos aislados 

de kéfir de agua frente a dos patógenos de abejas: Paenibacillus larvae y 

Ascophaera apis. 

3. Caracterizar y estudiar in vitro las propiedades probióticas de los 

microorganismos con actividad antimicrobiana frente a los mencionados 

patógenos de abejas. 

4. Evaluar en colmenas a campo la efectividad del suplemento nutricional mejorado 

por la incorporación del probiótico. 

 

1.9. Esquema de trabajo  

Esta tesis está estructurada en siete capítulos que corresponden a las 

etapas que se siguieron para el desarrollo de la investigación (Figura 1.3). 
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Figura 1.3. Esquema de trabajo de esta tesis doctoral. 
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Capítulo 2: Caracterización microbiológica y química del kéfir de agua 

 

2.1. Introducción 

El kéfir es una bebida fermentada, ligeramente ácida y carbonatada a la cual se 

le atribuyen beneficios para la salud humana (Liu et al., 2002, 2006). Se obtiene a partir 

de la fermentación llevada a cabo por una comunidad simbiótica de bacterias ácido 

lácticas, bacterias del ácido acético y levaduras, las cuales coexisten en una matriz de 

polisacárido llamada kefirán, y, en conjunto, constituyen los gránulos del kéfir (Fiorda et 

al., 2016). Al igual que otros productos fermentados estos microorganismos le otorgan 

su sabor, aroma, color y textura característicos (Bolla, 2011). El kéfir generalmente se 

produce al fermentar leche con los gránulos, sin embargo, pueden utilizarse distintos 

sustratos para su preparación (Syrokou et al., 2019). En el caso del kéfir de agua, éste 

se obtiene agregando los gránulos a una solución de agua, azúcar, frutas desecadas y 

una rodaja de limón (Gulitz et al., 2012). Luego de 24 o 48 horas de fermentación a 

temperatura ambiente, los gránulos son removidos por filtración y la bebida resultante 

está lista para ser consumida (Figura 2.1). Una gran variedad de productos de 

fermentación está presente en esta bebida, incluyendo ácido láctico, acetaldehído, 

etanol y dióxido de carbono, entre otros (Çevik et al., 2019).  

La diversidad y abundancia de especies microbianas del kéfir es muy variable ya 

que depende del origen de los gránulos, así como del sustrato utilizado y las condiciones 

de su preparación y almacenamiento (Witthuhn et al., 2004; Rosa et al., 2017). Según 

las condiciones de incubación, la concentración de los microorganismos puede 

experimentar fluctuaciones. Además, las levaduras se mantienen metabólicamente 

activas durante la refrigeración, lo que conlleva a cambios del producto durante la 

conservación y reduce su vida útil. Esta variabilidad en su composición química y 

microbiológica hace que sea difícil obtener una calidad constante en el producto, 

dificultando su industrialización y comercialización (Bolla, 2011). 
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Figura 2.1. Proceso de elaboración artesanal de kéfir de agua en el laboratorio: se 

agregaron los gránulos a una solución de agua, azúcar, frutas desecadas y una rodaja 

de limón y se dejó fermentar por 48 h a temperatura ambiente.  

 

La comunidad microbiana presente en los gránulos del kéfir incluye especies de 

bacterias lácticas (108 – 109 UFC/g), bacterias del ácido acético (105 – 106 UFC/g) y 

levaduras (107 – 108 UFC/g) (Fiorda et al., 2017). Entre las bacterias, el género 

Liquorilactobacillus ha sido reportado como el grupo dominante en el kéfir de agua 

(Gamba et al., 2021), acompañado por Lactobacillus paracasei, L. kefiri, L. parabuchneri 

y Acetobacter lovaniensis (Gulitz et al., 2011). También, miembros de la familia 

Bifidobacteriaceae, tales como Bifidobacter bifidum, B. longum y B. brevi han sido 

aislados de los gránulos del kéfir (Çevik et al., 2019). Asimismo, se ha reportado la 

dominancia de las levaduras Saccharomyces cerevisiae, Zygotorulaspora florentina y 

Kluyveromyces lactis (Fiorda et al., 2017). 

La composición microbiana de los gránulos y del sobrenadante del kéfir ha sido, 
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como se describió previamente, muy bien documentada. El análisis de la comunidad de 

microorganismos se ha llevado a cabo, hasta hace unas décadas, exclusivamente por 

técnicas de cultivo de microorganismos, seguidas de su identificación por análisis del 

gen ARNr 16S. Si bien estos estudios han proporcionado información sustancial muy 

relevante, los métodos pueden estar limitados por la baja cobertura de secuencia en los 

datos (Gamba et al., 2021). Además, sólo una mínima proporción de microorganismos 

pueden ser aislados y cultivados en el laboratorio. Partiendo de este supuesto, fue 

necesario avanzar en el estudio del ADN microbiano para ser utilizado en la búsqueda 

de información sobre la fisiología y genética de organismos no cultivables (Handelsman, 

2004).  

En las últimas décadas, las tecnologías de secuenciación masiva del ADN, junto 

con el enfoque de las ómicas y las técnicas computacionales, han permitido un 

significativo avance en el estudio de las comunidades microbianas. En la actualidad, la 

metagenómica es la técnica más ampliamente utilizada para analizar las bacterias y 

levaduras presentes en una matriz (Kazou et al., 2021). Los dos componentes 

principales de la investigación en metagenómica son el análisis de la diversidad 

microbiana de la fracción de organismos no cultivables y el análisis funcional de genes 

de organismos presentes en un ambiente de interés, independientemente del cultivo de 

los mismos (Caldas de Pinho Pessoa Filho, 2011). Los diferentes enfoques que 

componen lo que se conoce como metagenómica incluyen la caracterización de las 

comunidades microbianas o de sus miembros por métodos que no dependen del cultivo, 

aplicando técnicas de análisis a gran escala, tales como la genómica, proteómica y 

transcriptómica. Lo que diferencia la metagenómica de la genómica es que es 

independiente del aislamiento de un organismo en particular para luego analizar su 

genoma individual. Además, se enfoca en la comprensión de la biología a nivel de 

comunidades, más allá del organismo individual, centrándose en la función que cumple 

en el ambiente (Research Council US, 2007). 

La secuenciación metagenómica proporciona una alta resolución taxonómica y 

funcional, pero es muy costosa para estudios a gran escala. Es por ello que la alternativa 

que prevalece es la secuenciación del gen ARNr 16S, a pesar de que no permite 

identificar más allá del nivel de género y especie, y ofrece sólo predicciones 

moderadamente precisas del perfil funcional de los microorganismos (Hillmann et al., 

2018). 

La secuenciación masiva es un método por el cual se ha logrado un gran avance 

en la investigación de los ecosistemas microbianos, tales como los de los alimentos 

fermentados. En efecto, esta técnica ha sido utilizada para estudiar las poblaciones 
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microbianas presentes en el kéfir. Por ejemplo, Marsh et al. (2013) analizaron mediante 

secuenciación masiva las poblaciones microbianas de muestras de kéfir de distinto 

origen. La comunidad bacteriana consistió principalmente en bacterias del ácido láctico, 

Zymomonas y bacterias del ácido acético. Y las levaduras incluyeron especies de los 

géneros Dekkera, Zygosaccharomyces y Meyerozyma, además de Saccharomyces. Por 

su parte, Walsh et al. (2016) estudiaron los cambios producidos en la comunidad 

microbiana del kéfir durante el proceso de fermentación. El análisis de secuenciación 

masiva reveló que Lactobacillus kefiranofaciens fue la especie bacteriana predominante 

en el kéfir en las etapas iniciales de la fermentación, mientras que Leuconostoc 

mesenteroides predominó en las etapas finales. 

El kéfir de agua ha sido estudiado por los beneficios que podría aportar a la salud 

humana. Se ha demostrado que el kéfir y sus constituyentes pueden tener propiedades 

antimicrobianas, antivirales y antimutagénicas, en cultivos in vitro (Garrote et al., 2000; 

Farnworth, 2005). También, se ha descripto la capacidad del kéfir de estimular el 

sistema inmune en el ser humano (Thoreux Schmucker, 2001, Vinderola et al., 2005). 

Estos efectos podrían atribuirse a la actividad de los propios microorganismos o a los 

productos de la fermentación (Cross, 2002). Numerosas bacterias y levaduras aisladas 

de kéfir presentan propiedades probióticas como resistencia a sales biliares, a bajo pH 

y adhesión a células Caco-2 (Golowczyc et al., 2007, 2008). Muchos microorganismos 

beneficiosos, principalmente bacterias lácticas, se han aislado del kéfir (Tang et al., 

2018). Algunas cepas de Lentilactobacillus kefiri han sido propuestas como excelentes 

candidatas para ser aplicadas en el desarrollo de suplementos alimenticios y alimentos 

fermentados con propiedades promotoras de la salud (Carasi et al., 2022). De la misma 

manera, se han obtenido levaduras con propiedades beneficiosas del kéfir (Romero-

Luna et al., 2018; Tamang y Lama, 2022). Éstas han sido identificadas principalmente 

como especies de los géneros Saccharomyces y Kluyveromyces (Goktas et al., 2021). 

Estos microorganismos beneficiosos pueden ser utilizados en animales para 

mejorar el sistema inmune y promover la microbiota del tracto gastrointestinal, lo cual 

puede ayudar a la digestión y proteger contra enfermedades (Tanner et al., 2018). Es 

por ello que, en los últimos años, se han llevado a cabo estudios sobre el uso de 

microorganismos en alimentación animal, incluyendo la industria porcina (Etleva et al., 

2010), avícola (Mantilla y Portacio, 2012) y apícola (Audisio, 2016). En el caso de las 

abejas melíferas, el principal propósito es la prevención y el biocontrol de patógenos 

(Chmiel et al., 2021; Iorizzo et al., 2020).  
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Objetivos específicos 

1. Caracterizar químicamente el kéfir de agua producido en el LabEA. 

2. Comparar la composición microbiana de los gránulos con respecto al 

sobrenadante de kéfir. 

3. Evaluar la composición microbiana de los gránulos y del sobrenadante del 

kéfir de agua durante un año de incubación, con el fin de determinar si el 

número y el tipo de microorganismos se mantienen estables o no en el 

tiempo.  

4. Analizar y comparar la diversidad bacteriana presente en los gránulos y 

en el sobrenadante del kéfir a través de una técnica de secuenciación 

masiva de alto rendimiento. 

 

2.2. Materiales y Métodos 

2.2.1. Preparación de kéfir de agua en el laboratorio 

El kéfir de agua se preparó en una solución de sacarosa (100 g/l) en un litro de 

agua hervida. A esta solución se le incorporaron pasas de uva y una rodaja de limón sin 

cáscara. Se colocó en un frasco de vidrio con tapa sin cerrar herméticamente. La 

fermentación se realizó a temperatura ambiente (23 ± 2°C) por 48 h. El sobrenadante 

se descartó y los gránulos de kéfir fueron filtrados y lavados con agua para una nueva 

fermentación (Stadie et al., 2013). 

 

2.2.2. Análisis químico del kéfir 

Los parámetros de acidez, pH, etanol (% ABV), contenido de minerales (sodio, 

potasio y magnesio), sólidos solubles totales (°Brix), carbohidratos, proteínas y 

contenido de materia seca fueron determinados en el sobrenadante de kéfir. Por su 

parte, el contenido de cenizas y de materia seca se midieron en los gránulos de kéfir 

(Magalhaes et al., 2010; Laureys y De Vuyst, 2014). Todos los análisis químicos se 

realizaron por triplicado y luego del proceso de fermentación. 

La acidez y la materia seca se analizaron siguiendo la metodología de la 

Association of Analytical Communities (AOAC, 1995). El pH se midió utilizando un pH-

metro digital (Hanna Instruments HI98103). El porcentaje de etanol (% ABV) se estimó 

determinando la densidad del sobrenadante antes y después del proceso de 

fermentación utilizando un densitómetro (Macotest, Argentina). Los sólidos solubles 

totales (°Brix) se midieron usando un refractómetro de mano de laboratorio (Atago N1 
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(Brix 0-32 %, Japan). La presencia de minerales fue evaluada por espectroscopia de 

emisión óptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Las soluciones 

standard certificadas por Chem-Lab, Zedelgem B-8210 Belgium, fueron estabilizadas 

con ácido nítrico previamente purificado por destilación (Berghof distillacid BSB-939-IR, 

GmbH, Germany). Para los análisis se utilizó agua ultrapura (Water Purification Systems 

Millipore - Milli Q, modelo Elix Technology Inside 10 (Merck, France)). El contenido de 

carbohidratos totales fue estimado por el método de Antrona (Londero, 2012), mientras 

que el de nitrógeno fue evaluado utilizando el método Kjeldahl. Para el cálculo de 

proteínas, se multiplicó el nitrógeno total por el factor 6,38 (Matissek et al., 1998). 

Finalmente, el porcentaje de cenizas se determinó gravimétricamente luego de la 

incineración de los gránulos de kéfir a 500-550 ºC hasta lograr un peso constante. 

 

2.2.3. Recuento de microorganismos viables presentes en el kéfir  

Se pesaron 10 gramos de gránulos de kéfir y/o 10 ml de sobrenadante y se 

diluyeron en 90 ml de citrato de sodio al 2 % p/v (primera dilución). A continuación, se 

prepararon diluciones decimales y se sembraron en los medios de cultivo 

correspondientes. Para las bacterias se utilizó Man Rogosa Sharpe (MRS, Bioclar) (Roy, 

2001), mientras que para levaduras fue Hongos y Levaduras (HyL, Britania). Para 

ambos grupos de microorganismos la siembra se realizó por diseminación en superficie, 

inoculando 0,1 ml de las diluciones correspondientes. Las placas fueron incubadas a 37 

°C durante cinco a siete días en atmósfera microaerobia y anaerobia para las bacterias. 

En el caso de las levaduras, las placas fueron incubadas a 25 °C por tres a cinco días 

en aerobiosis. Luego de la incubación, se realizó el recuento de Unidades Formadoras 

de Colonias (UFC). El número se expresó como UFC por g de gránulo de kéfir o por ml 

de sobrenadante de kéfir, en función de la dilución. 

 

2.2.4. Evaluación de la composición microbiana del kéfir en el tiempo 

Con el objetivo de determinar si el número y el tipo de microorganismos se 

mantuvieron estables o no en el tiempo, se evaluó, durante un año, la composición 

microbiana de los gránulos y del sobrenadante del kéfir. Para ello, tres réplicas de kéfir 

de agua se prepararon para el ensayo y se incubaron en el laboratorio a 23 ± 2 °C. Se 

realizaron recuentos como se describió previamente en muestras de gránulos y 

sobrenadante en ocho tiempos, cada un mes y medio, durante un año (2019 – 2020). 

 



 

21 

 

2.2.5. Secuenciación masiva del kéfir de agua 

La diversidad bacteriana del kéfir de agua se determinó por un análisis de 

secuenciación masiva en el Bee Research Laboratory (United States Department of 

Agriculture). La región hipervariable V1-V2 del gen bacteriano ARNr 16S fue 

secuenciada a partir de seis muestras, tres correspondientes a los gránulos y tres a las 

muestras de sobrenadante. 

 

2.2.5.1. Purificación del ADN bacteriano 

Para recuperar el ADN bacteriano de los gránulos, tres gramos de gránulos se 

resuspendieron en 40 ml de agua (de grado molecular) usando tubos plásticos de 50 ml 

como contenedores. Para obtener el ADN de las muestras de sobrenadante, 14 ml de 

agua se añadieron a los tubos con 15 ml de las muestras. Los tubos se calentaron por 

45 min a 65 °C y con un vórtex se homogeneizaron cada 15 min durante una hora. Las 

extracciones de ADN se llevaron a cabo utilizando el kit Powerlyzer Microbial Kit (Qiagen 

12255), con las siguientes modificaciones: para cada muestra, dos ml de las soluciones 

resuspendidas se colocaron en tubos de dos ml y se centrifugaron a 10.000 rpm por dos 

min. El sobrenadante se descartó y los pellets se resuspendieron en 350 µl de solución 

PowerBead y se transfirieron a un tubo Powerlyzer Microbial 0,1 mm. Cincuenta µl de 

solución SL se añadieron a cada tubo y las muestras se homogeneizaron usando un 

homogeneizador FastPrep®-24 5G (MP Biomedicals) a seis m/s por dos min, tres veces 

(total seis minutos). Las muestras se recuperaron en 50 µl de buffer de elución y se 

conservaron a -20 °C. 

 

2.2.5.2. Amplificación por PCR y secuenciación de ADN  

Una región conservada de la región V1-V2 del gen del ARN ribosomal bacteriano 

16S fue amplificado utilizando los primers universales y el protocolo descripto por Floyd 

et al. (2020). La amplificación por PCR se llevó a cabo usando los reactivos de la máster 

mix Bio-Rad (166509EDU) y un termociclador Bio-Rad CFX96 Real-Time System C1000 

Touch Thermal Cycler. Luego de la confirmación mediante electroforesis en gel de 

agarosa de los fragmentos de 359 pares de bases esperados, las muestras fueron 

purificadas utilizando filtros Ultracel 100K 0.5 ml (Amicon). Los productos de PCR 

purificados se usaron para preparar 6 librerías de ADN para ILLUMINA MiSeq, siguiendo 

el protocolo de la librería de ADN TruSeq DNA. Entre 1.4 M y 2.4 M pares de bases 

fueron secuenciadas para la librería (University of Maryland Institute for Genome 

Sciences sequencing facility, Baltimore, MD). 
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2.2.5.3. Taxonomía y abundancia relativa 

La calidad de las lecturas fue evaluada con el software FASTQC (Andrews et al., 

2010). A continuación, fueron recortadas usando el software Trimmomatic (Bolger et al., 

2014) para remover los cebadores. Las lecturas resultantes fueron procesadas usando 

el software MOTHUR v1.48 (Schloss et al., 2009). Los pares de lecturas finales fueron 

combinadas utilizando el make.contigs command y el resultado fue filtrado usando el 

screen.seqs command. Para remover las secuencias duplicadas, el unique.seqs 

command fue utilizado. Luego, fueron alineadas a la base de datos de referencia SILVA 

v. 138.1 con el align.seqs command. Las secuencias quiméricas se eliminaron con el 

chimera.vsearch command. Las secuencias resultantes se clasificaron con el 

classify.seqs command, y aquellas secuencias que no pertenecieron a Bacteria se 

removieron con el remove.lineage command. Finalmente, las secuencias fueron 

agrupadas en unidades taxonómicas operativas (OTU) usando el cluster.split command 

con un taxlevel=4 y cutoff=0.03, y los OTUs resultantes se clasificaron por medias con 

el classify.otu command. Los OTUs con menos de 10 lecturas en todas las muestras 

fueron removidos. La abundancia relativa de cada OTU fue calculada como la 

proporción de la suma de secuencias para cada muestra basada en la anotación. La 

estructura de la comunidad microbiana fue estimada con el índice de Diversidad de 

Shannon y de Simpson, y fueron utilizados para calcular la diversidad α usando el 

software NAMCO https://exbio.wzw.tum.de/namco/. Las muestras fueron normalizadas 

por rarefacción.  

 

2.2.6. Análisis estadístico 

La variable número de UFC fue transformada con logaritmo en base 10. Las 

diferencias en el número de microorganismos en gránulos y sobrenadante de kéfir en el 

tiempo se evaluaron mediante análisis de la variancia (ANOVA de un factor). Las medias 

fueron analizadas mediante el test de Fisher LSD (Least Significant Difference) (p < 

0,05). El test de t-Student se llevó a cabo para comparar las medias (log UFC) de las 

bacterias y levaduras entre sobrenadante y gránulos de kéfir, así como para evaluar las 

diferencias en el número de microorganismos al inicio y al final del ensayo luego de un 

año. Un p-valor < 0,05 fue considerado estadísticamente significativo. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron con los softwares Epidat e InfoStat (Di Rienzo et al., 2008). 
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2.3. Resultados 

2.3.1. Análisis químico del kéfir de agua  

Las muestras de kéfir de agua se examinaron en el tiempo 0 (después de la 

inoculación con los gránulos de kéfir) y luego de las 72 h de fermentación a través de 

distintos parámetros químicos. En la Tabla 2.1 se presentan los resultados de la 

caracterización de las muestras de gránulos y sobrenadante.  

 

Tabla 2.1. Caracterización química de los gránulos y sobrenadante de kéfir de agua 

luego de 72 h de fermentación. 

* Cada dato es la media de tres repeticiones ± desvío estándar.  

 

2.3.2. Enumeración de microorganismos del kéfir 

Se realizó un recuento del número de microorganismos de los gránulos y 

sobrenadante del kéfir luego de incubar por tres días en el laboratorio un kéfir de agua. 

PARÁMETROS VALOR* 

SOBRENADANTE  

Acidez (g/100 ml) 0,77 ± 0,00 

pH 3,44 ± 0,05 

Contenido de carbohidratos (mg/ml) 1,80 ± 0,05 

Contenido total de proteínas (%) 0,02 ± 0,00 

Materia seca (% p/v) 0,51 ± 0,04 

Etanol (% ABV) 1,19 ± 0,37 

Sólidos solubles totales (°Brix) 1,73 ± 0,11 

Sodio (mg/l) 77,6 ± 0,02 

Potasio (mg/l) 165,4 ± 0,03 

Magnesio (mg/l) 21,1 ± 0,02 

GRÁNULOS  

Peso seco (% p/p) 17,12 ± 1,24 

Cenizas (% p/p) 0,69 ± 0,01 
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Como resultado se obtuvo que las bacterias (6,34 ± 0,59 log UFC ml-1), aisladas en 

atmósfera microaerobia y anaerobia, fueron más abundantes que las levaduras (5,48 ± 

0,4 log UFC ml-1) en el sobrenadante (p < 0,01), mientras que no se encontraron 

diferencias estadísticas entre ambos grupos de microorganismos en los gránulos 

(bacterias: 7,34 ± 0,5 log UFC g-1 y levaduras: 7,00 ± 0,32 log UFC g-1). Los resultados 

son el promedio de las diluciones 10-3 y 10-4 para bacterias y de 10-2 y 10-3 para 

levaduras (en el sobrenadante), y de las diluciones 10-4 y 10-5 para bacterias y de 10-3 y 

10-4 para levaduras (en los gránulos). 

 

2.3.3. Comparación del recuento de microorganismos entre el sobrenadante y los 

gránulos de kéfir  

El número de bacterias y levaduras de los gránulos del kéfir se comparó con el 

número obtenido del sobrenadante. El recuento de cada grupo microbiano fue 

significativamente mayor (p < 0,01) en los gránulos comparado con el sobrenadante 

(Tabla 2.2).  

 

Tabla 2.2. Comparación de la caracterización microbiológica de los gránulos y 

sobrenadante de kéfir de agua luego de 72 h de fermentación. 

* Cada dato es la media de tres repeticiones ± desvío estándar.  

+ Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

 

2.3.4. Evaluación de la composición microbiana del kéfir en el tiempo 

Se encontraron marcadas diferencias entre el sobrenadante y los gránulos en 

las poblaciones de los microorganismos analizados durante el tiempo de 

almacenamiento (Figura 2.2). El número de bacterias microaerófilas y anaerobias en el 

sobrenadante alcanzó un máximo luego de cinco meses de almacenamiento, y, a partir 

MICROORGANISMO  
GRÁNULOS  

(Log UFC g-1)* 

SOBRENADANTE 

(Log UFC ml-1) 

BACTERIAS MICROAERÓFILAS  7,39 ± 0,07 a+ 6,41 ± 0,08 b 

BACTERIAS ANAEROBIAS 7,28 ± 0,14 a 6,27 ± 0,15 b 

LEVADURAS 7,00 ± 0,11 a 5,48 ± 0,14 b 
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de ese período, se observó una tendencia al descenso en el número. En cambio, el 

recuento de levaduras se mantuvo constante, hasta que se registró un aumento a los 

siete meses. Por otro lado, el recuento de bacterias en los gránulos mantuvo una 

tendencia descendiente durante todo el tiempo de conservación, presentando un 

significativo descenso luego de los cinco meses. La población de levaduras fue estable 

durante los primeros cinco meses, con un aumento considerable después de ese 

tiempo.  

El número inicial de microorganismos se comparó con el número final con el 

objetivo de establecer cómo influyeron las condiciones de almacenamiento luego de un 

año. En los gránulos de kéfir, el recuento de ambos grupos de bacterias y de levaduras 

disminuyó significativamente (p < 0,01) luego de 12 meses. En el sobrenadante, el 

número de bacterias no presentó diferencias estadísticas (p ≥ 0,05) luego de un año, 

mientras que el recuento de levaduras aumentó significativamente (p < 0,01) después 

del período de almacenamiento.  
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Figura 2.2. Recuento expresado en log UFC/g o ml de bacterias microaerófilas (A), 

bacterias anaerobias (B) y levaduras (C) de los gránulos y del sobrenadante del kéfir 

durante un año de almacenamiento a 23 ± 2 °C. 
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2.3.5. Secuenciación masiva del kéfir de agua 

2.3.5.1. Cobertura de secuenciación 

En total, 28.721.971 lecturas crudas fueron obtenidas de todas las muestras. 

Luego de procesar las librerías utilizando el software MOTHUR, 2975 OTUs únicos 

fueron inferidos con una mínima abundancia de 10 lecturas a través de todas las 

muestras (Tabla 2.3).  

 

Tabla 2.3.  Resultados de la secuenciación masiva del kéfir de agua: estimación de la 

diversidad bacteriana entre muestras de gránulos (G) y sobrenadante (S) de kéfir.  

 

 

2.3.5.2. Diversidad de las comunidades bacterianas 

La diversidad fue calculada para cada grupo de datos (Tabla 2.3). La estimación 

de la riqueza de especies fue mayor en las muestras de sobrenadante de kéfir (1315, 

en promedio para las tres muestras) comparado con los gránulos (667, en promedio 

para las tres muestras). En las muestras de sobrenadante se observó una mayor 

diversidad alfa, estimada mediante el índice de Shannon (el cual fue utilizado para 

estimar la diversidad microbiana en la muestra) y mediante el índice de Simpson 

(utilizado para estudiar la diversidad microbiana entre muestras) (Tabla 2.3).  

 

MUESTRA NÚMERO DE 

SECUENCIAS 

(LECTURAS CRUDAS) 

OTUS ÍNDICE 

SHANNON 

ÍNDICE 

SIMPSON 

G-F12 3921280 678 1,59 0,35 

G-G12 2969701 666 1,6 0,35 

G-H12 2421456 657 1,65 0,33 

PROMEDIO 3104145 667 1,61 0,34 

S-F12 7887669 1496 4,95 0,02 

S-G12 6000839 1242 4,95 0,02 

S-H12 5521026 1207 4,95 0,03 

PROMEDIO 6469844 1315 4,95 0,02 
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2.3.5.3. Análisis taxonómico y abundancia relativa de las comunidades 

bacterianas en cada muestra 

Con el objetivo de determinar la abundancia relativa de las bacterias en cada 

grupo, los OTUs inferidos fueron utilizados para interrogar la base de datos de referencia 

SILVA. En el sobrenadante, el análisis a nivel de género mostró que los 

microorganismos pertenecían principalmente a los géneros Anaerocolumna y Ralstonia. 

En el caso de los gránulos, el género más representado fue Liquorilactobacillus, si bien 

los géneros Leuconostoc y Oenococcus también estuvieron bien representados (Figura 

2.3). 

Figura 2.3. Abundancia relativa de los principales 15 géneros de bacterias en muestras 

de sobrenadante (S) y gránulos (G) de kéfir de agua.  

 

2.4. Discusión 

Hasta la fecha, se han llevado a cabo estudios sobre la composición química y 

microbiológica del kéfir de agua comparando bebidas elaboradas con distintos sustratos 

o de diferentes orígenes. Algunas investigaciones se centran en los cambios químicos 

o microbiológicos del kéfir. Sin embargo, estos estudios se basan únicamente en el 

proceso de fermentación (Magalhaes et al., 2010; Laureys y De Vuyst, 2014) o en el 

almacenamiento del mismo (de Oliveira Leite et al., 2013; Vardjan et al., 2013), pero no 

en los cambios que pueden ocurrir con el paso del tiempo. En esta tesis se analizó la 

composición y la estabilidad microbiológica del kéfir de agua durante un año completo, 

con el objetivo de evaluar la posible alteración que puede ocurrir en la comunidad 

microbiana del kéfir en el tiempo. 
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Respecto a los parámetros químicos, los bajos valores de pH del kéfir obtenidos 

concuerdan con los reportados para muestras de kéfir de agua (Laureys y De Vuyst, 

2014; Ϛevik et al., 2019), y de otras bebidas fermentadas (Nemo y Bacha, 2020). El bajo 

pH del kéfir es esperable ya que se trata de un producto fermentado, y esta acidez se 

debe a la presencia de bacterias productoras de ácido láctico que predominan en el kéfir 

(Magalhaes et al., 2010). El contenido de materia seca en los gránulos fue más alto que 

en el sobrenadante, lo cual puede ser explicado por la mayor biomasa microbiana 

presente en los gránulos del kéfir (Garrote et al., 2000). La concentración de etanol 

aumentó durante el proceso de fermentación de tres días. Esta tendencia también fue 

observada por otros autores (Magalhaes et al., 2010; Fiorda et al., 2017). El aumento 

en la concentración de etanol en la bebida obtenida se debe principalmente a la 

presencia de las levaduras, las cuales son responsables de la fermentación alcohólica 

y su metabolismo se ve estimulado por el contenido de azúcar del kéfir. Además, la 

fermentación llevada a cabo por bacterias lácticas heterofermentativas también conlleva 

a un aumento en la concentración de este alcohol (Moreno y Peinado, 2012). Se han 

reportado contenidos de etanol entre 0,09 a 4,96 % (Corona et al., 2016; Randazzo et 

al., 2015). En concordancia con nuestros resultados (1,19 ± 0,37 %), Situm (2020) 

reportó valores entre 0,12 y 1,87 %, con una media de 0,60 % de etanol al evaluar 31 

muestras de kéfir de agua. Por su parte, en este estudio, los sólidos solubles totales 

analizados disminuyeron durante el proceso de fermentación, con un mínimo valor luego 

de 72 h. Esto es esperable ya que los microorganismos consumen el azúcar del kéfir 

como fuente de energía. Resultados similares fueron reportados por Monar y Dávalos 

(2013). Destro et al. (2019) analizaron el efecto de distintos tipos de azúcar en la 

fermentación del kéfir y encontraron que los valores de los sólidos solubles totales 

disminuyeron hasta las 32 h, y luego se mantuvieron estables hasta las 56 h.  

Las propiedades químicas del kéfir de agua, al igual que las microbiológicas, 

dependen de factores tales como el proceso de elaboración, la incubación y las 

condiciones de almacenamiento (Irigoyen et al., 2004; Farnworth, 2005; Öner et al., 

2010). Debido a esto, algunos de los resultados que se obtuvieron difieren de otros 

estudios. Es el caso de los niveles de proteína, estos fueron más bajos comparados con 

los presentados por otros autores (Dwiloka et al., 2020). El contenido de carbohidratos 

y de cenizas también difirieron de valores reportados previamente (Magalhaes et al., 

2010; Nemo y Bacha 2020). En este estudio se evaluó la composición de 

macrominerales (Na, K, Mg) del kéfir. Las muestras presentaron un contenido de 77,6 

mg/l de sodio, 165,4 mg/l de potasio y 21,1 mg/l de magnesio. Estos resultados fueron 

similares a los reportados para otros kéfires preparados con distintos tipos de azúcar 
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negra (Destro et al., 2019). Sin embargo, el contenido mineral del kéfir de agua 

estudiado fue menor con respecto a kéfires de leche (Turker et al., 2013).  

En cuanto a la composición microbiológica de las muestras de kéfir de agua, los 

principales grupos presentes estudiados fueron bacterias microaerófilas, bacterias 

anaerobias y levaduras. Muchos autores también han descripto la presencia de estos 

grupos microbianos en el kéfir (Magalhaes et al., 2010; Syrokou et al., 2019; Ϛevik et 

al., 2019). En las muestras de sobrenadante evaluadas, las bacterias fueron más 

abundantes que las levaduras, al igual que lo reportado por otros autores (Magalhaes 

et al., 2010; Laureys y De Vuyst, 2014; Prado et al., 2015). Sin embargo, Syrokou et al. 

(2019) encontró que la población de levaduras excedió a la de bacterias por dos 

unidades logarítmicas en muestras de kéfir de agua. Los autores atribuyeron este 

resultado al alto contenido de azúcar del kéfir con el que trabajaron. De manera similar 

a otros estudios (Laureys y De Vuyst, 2014), el número promedio de los tres grupos 

microbianos evaluados (bacterias microaerófilas, bacterias anaerobias y levaduras), fue 

mayor en los gránulos que en el sobrenadante.  

Durante el almacenamiento del kéfir, las bacterias y las levaduras presentaron 

un comportamiento diferente. En los gránulos y en el sobrenadante, el número de 

bacterias tendió a disminuir, mientras que el recuento de levaduras se mantuvo estable, 

con una tendencia a aumentar con el tiempo. Estos resultados concuerdan con los 

descriptos por Irigoyen et al. (2004), quien reportó un significativo descenso de 

lactobacilos y lactococos, mientras que las levaduras se mantuvieron constantes 

durante el almacenamiento del kéfir por cuatro semanas. El crecimiento y la 

supervivencia de los microorganismos en los alimentos depende de los cambios en las 

condiciones físicas y químicas del ambiente y de la capacidad de los microorganismos 

de colonizar la matriz alimentaria e interactuar con otras comunidades microbianas 

presentes en ella (Giraffa, 2004). El crecimiento de las levaduras durante la 

fermentación puede deberse a la acidificación del ambiente producido por las bacterias, 

permitiendo a las levaduras convertirse en el grupo predominante al final del período de 

almacenamiento del kéfir (Magalhaes et al., 2010). Factores tales como la incubación y 

las condiciones de almacenamiento pueden influir en las características microbiológicas 

del producto final (Leite et al., 2013). Al comparar los recuentos microbianos entre el 

inicio y el final del período de conservación, los resultados mostraron que, si bien el 

número de bacterias y levaduras disminuyó luego de 12 meses, una importante 

comunidad de microorganismos estuvo presente en el kéfir luego del largo período de 

almacenamiento. 

En esta tesis, se describió la comunidad bacteriana de las muestras de kéfir a 
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través de la secuenciación masiva. A diferencia de los resultados obtenidos por técnica 

de recuento de cultivables, con la secuenciación masiva se obtuvieron índices de 

riqueza y diversidad menores en los gránulos en comparación con los sobrenadantes 

(Dietrich et al., 2022; Franzetti et al., 1998; Ibacache-Quiroga et al., 2022). Para explicar 

los menores valores de diversidad observados en los gránulos, se plantean dos 

hipótesis. La primera hace referencia a que una ineficiente adhesión de los 

microorganismos a la superficie de los gránulos provocaría una mayor carga bacteriana 

en el sobrenadante (Dietrich et al., 2022). Otra hipótesis podría ser que la falta de 

secuenciación del grupo de las levaduras haya llevado a una subestimación de la 

diversidad real del kéfir (Franzetti et al., 1998; Rosa et al., 2017). Estos resultados 

demuestran que la técnica de cultivo de microorganismos y otros métodos 

independientes del cultivo, como la secuenciación masiva, pueden llevar a resultados 

diferentes. Con lo cual, es muy importante utilizar tanto la técnica tradicional como la 

moderna de secuenciación para evaluar comunidades microbianas, por ejemplo, en 

productos como el kéfir. 

El análisis metagenómico de la comunidad de bacterias del kéfir reveló tres 

géneros principales en las muestras de gránulos: Leuconostoc (18%) y Oenococcus 

(15%), que pertenecen a la familia Leuconostocaceae, y Liquorilactobacillus (55%), 

miembro de la familia Lactobacilllaceae. Este último género ha sido previamente 

reportado en el kéfir de agua (Badel et al., 2011). Liquorilactobacillus es de gran 

importancia ya que secreta dextrano, un exopolisacárido de particular interés por su 

potencial como prebiótico (Tan et al., 2022). Por su parte, en las muestras de 

sobrenadantes, el grupo “otros” fue mayoritario, con un 50 %, reflejando la mayor 

diversidad observada. Los géneros dentro de este grupo no fueron adecuados 

candidatos a probióticos debido a que no pertenecían a las bacterias lácticas o porque 

no eran seguros para su uso como probióticos. De esta manera, a pesar de que la 

diversidad de bacterias en los gránulos de kéfir fue menor, con sólo tres géneros más 

representativos, todos ellos incluyen especies que tienen el potencial de ser utilizados 

como probióticos en alimentación de abejas. 

La composición metagenómica del kéfir de agua ha sido estudiada por muchos 

autores (De Almeida Brasiel et al., 2022; Ibacache-Quiroga et al., 2022; Kalamaki y 

Angelidis 2019; Liu et al., 2019). Yerlikaya et al. (2022) analizó la comunidad microbiana 

de muestras comerciales de gránulos del kéfir y encontró que, entre las especies 

bacterianas, eran dominantes Lactobacillus ruminis y Bacillus methanolicus. Kumar et 

al. (2021) analizó muestras de kéfir de Malasia y, de manera similar a nuestro estudio, 

describieron a los géneros Lactobacillus y Oenococcus como los más abundantes. Estos 
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autores también reportaron al género Acetobacter como uno de los más comunes. 

Muestras de kéfir de agua de Bélgica fueron estudiadas por Verce et al. (2019). En su 

estudio, analizaron las muestras utilizando la secuenciación por metagenómica y 

encontraron una nueva especie de Oenococcus relacionada con Oenococcus oeni y 

Oenococcus kitaharae. Es importante destacar que, Lentilactobacillus kefiri, es una de 

las principales especies de bacterias lácticas presentes en el kéfir. Carasi et al. (2022) 

discutieron el potencial de L. kefiri como una especie probiótica y concluyeron que 

ciertas cepas serían excelentes candidatas para su uso en el desarrollo de suplementos 

alimenticios. 

 

Conclusiones 

• Desde el punto de vista químico, las muestras de kéfir de agua evaluadas 

se caracterizaron por ser ácidas, con un bajo contenido de etanol y 

presentaron macro minerales como Na, K y Mg. 

• De acuerdo con los resultados obtenidos por la técnica de recuento de 

cultivables, en el sobrenadante del kéfir de agua las bacterias fueron más 

abundantes que las levaduras. 

• En los gránulos del kéfir de agua, a través de la técnica de recuento de 

microorganismos viables, no se encontraron diferencias estadísticas 

entre bacterias y levaduras. 

• Los gránulos del kéfir presentaron un mayor número de microorganismos 

(bacterias y levaduras), comparado con el sobrenadante.  

• Luego de un año de almacenamiento a 23 ± 2°C, todos los 

microorganismos estudiados, bacterias y levaduras, permanecieron 

viables en el kéfir. 

• La diversidad de bacterias, analizada por la técnica de secuenciación 

masiva, fue menor en los gránulos que en el sobrenadante de kéfir.  

• A través de la técnica de secuenciación masiva se observó que los 

principales géneros de bacterias presentes en los gránulos del kéfir 

fueron miembros de las familias Leuconostocaceae y Lactobacilllaceae, 

las cuales incluyen especies de microrganismos probióticos. 

• Las técnicas de cultivo de microorganismos viables y las de 

secuenciación son complementarias. 

• El kéfir de agua es una fuente de potenciales probióticos que podrían ser 

utilizados en la alimentación de abejas.  
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Capítulo 3: Estudios in vitro de la actividad antimicrobiana de microorganismos 

aislados del kéfir de agua frente a patógenos de interés apícola 

 

3.1. Introducción 

En las últimas décadas la población global de las abejas melíferas ha enfrentado 

una elevada mortalidad, siendo un desafío difícil el manejo sustentable de estos insectos 

(Maggi et al., 2016). Uno de los principales factores que puede reducir la producción de 

miel y, en algunos casos, provocar la muerte de la colonia, son los diferentes patógenos 

y parásitos que afectan a las abejas (Audisio, 2016). Entre ellos se destacan 

Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis, los cuales representan las enfermedades más 

importantes de las larvas de abejas a nivel global (Hristov et al., 2020). 

Paenibacillus larvae (Figura 3.1) es una bacteria Gram positiva con la capacidad 

de formar esporas que permanecen viables por largos períodos y pueden sobrevivir 

frente a condiciones adversas (Morse y Nowogrodzki, 1990). Es el agente causal de la 

“loque americana”, la enfermedad más severa que afecta a la cría de abejas y que está 

ampliamente difundida en todos los países productores de miel (Matheson, 1996). Las 

colmenas enfermas se caracterizan por la presencia de cuadros con cría salteada, cuyas 

celdas presentan opérculos hundidos y oscurecidos, con perforaciones irregulares. Las 

larvas afectadas adquieren un color beige (castaño claro) y marrón oscuro que se 

transforman en una masa viscosa que, finalmente, se convierte en una escama negra 

adherida al fondo de las celdas. Cada escama puede contener hasta 2,5 x 109 esporas 

bacterianas, siendo éstas la forma infectiva (Sturtevant, 1932). El ciclo de la enfermedad 

comienza cuando la larva ingiere las esporas con el alimento contaminado. Las esporas 

germinan en el intestino de las larvas dando lugar a células vegetativas flageladas que 

migran al epitelio y lo atraviesan durante la metamorfosis. Desde allí, alcanzan la 

hemolinfa, se multiplican y vuelven a esporular (Genersch, 2010).  A los 11/12 días, la 

pupa muere por septicemia (Tanada y Kaya, 1993). Cuando las abejas nodrizas 

remueven las larvas muertas, las esporas se diseminan por toda la colmena, 

contaminando la miel y otros productos apícolas. También se pueden diseminar entre 

colmenas por pillaje, enjambres e intercambio de cuadros, principalmente (Matheson y 

Reid, 1992). 
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Figura 3.1. Micromorfología de Paenibacillus larvae. Colonias cultivadas en medio 

MYPGP a 35 ± 2°C (izquierda). Vista bajo microscopio óptico de células de P. larvae 

con tinción de Gram (derecha). 

 

Ascosphaera apis (Figura 3.2) es un hongo heterotálico que esporula sólo 

cuando los micelios del sexo opuesto entran en contacto y, luego de la interacción entre 

ambos micelios, se forman las esporas dentro de cuerpos fructíferos verde oscuro 

denominados ascocarpos (Gilliam et al., 1978). A. apis causa la enfermedad “cría 

yesificada” que ataca a las larvas de abejas y se presenta en la mayoría de las regiones 

del mundo. La enfermedad se produce por la ingestión de las ascosporas por parte de 

las larvas. Las esporas pueden permanecer latentes y viables por muchos años, y son 

capaces de germinar en el ambiente microaerófilo del canal alimentario de la larva. 

Luego, las hifas del micelio penetran en las paredes del intestino, privándola de 

nutrientes. El crecimiento vegetativo de A. apis se extiende por la larva, cubriéndola 

totalmente de una capa gruesa de micelio. Si los cuerpos de fructificación se han 

formado, las larvas enfermas se convierten en las llamadas “momias” de color gris o 

negro (Figura 3.3) (Aronstein y Murray, 2010). 
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Figura 3.2. Micromorfología de Ascosphaera apis. Crecimiento en medio YGPSA a 25 

± 2°C; vista bajo microscopio óptico. 

 

 

Figura 3.3. Momias de larvas de abejas luego de ser atacadas por A. apis; vista bajo 

lupa. Las momias blancas fueron atacadas por un solo micelio (plus o minus), mientras 

que las momias negras fueron atacadas por ambos micelios y se generaron frutos, lo 

que produce el cambio de coloración (de blanco a negro). 

 

 



 

36 

 

En los últimos años, numerosos estudios llevados a cabo en el laboratorio han 

demostrado el efecto antibacteriano y antifúngico de microorganismos, principalmente 

bacterias lácticas, frente a distintos patógenos de las abejas (Alquisira-Ramírez et al., 

2017; Iorizzo et al., 2020a, b; Iorizzo et al., 2021). Muchos autores han reportado la 

capacidad de ciertas bacterias para inhibir el crecimiento de P. larvae (Daisley et al., 

2019; Lamei et al., 2020). La mayoría de las bacterias, entre las que se pueden 

mencionar Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente Lactobacillus plantarum), 

Apilactobacillus kunkeei, especies de Bacillus y Brevibacillus, han sido aisladas de pan 

de polen, del intestino de abejas, de la miel o de larvas de abejas. Estas especies han 

mostrado antagonismo in vitro sobre P. larvae o han disminuido la infección y/o 

mortalidad de las larvas causada por este patógeno (Arredondo et al., 2018; Bartel et 

al., 2019; Daisley et al., 2020; Iorizzo et al., 2020a). En cuanto al antagonismo de 

bacterias frente a A. apis, hay pocos estudios realizados, siendo las bacterias del ácido 

láctico las más estudiadas (Bartel et al., 2019; Cabana et al., 2021; Iorizzo et al., 2020b). 

Ensayos in vitro e in vivo con especies de Lactobacillus han demostrado que esta 

bacteria tiene un efecto beneficioso en la salud de las colonias, estimulando la puesta 

de la reina y la producción de miel (Audisio, 2016). 

Las investigaciones descriptas previamente se basan en la evaluación de la 

susceptibilidad microbiana a través de la utilización de técnicas conocidas como 

antibiogramas (Fothergill, 2012). En los antibiogramas se enfrentan microorganismos a 

sustancias que se aplican al medio de cultivo en determinadas concentraciones 

(Akualing y Rejeki, 2018). Dentro de las técnicas clásicas se encuentran, por un lado, 

las pruebas de difusión, que incluyen la difusión por discos, por pozo en agar y la 

inclusión de la sustancia antimicrobiana a probar en el medio de cultivo. Entre los 

métodos de dilución se pueden mencionar técnicas en agar, en caldo (Balouiri et al., 

2016) y el método de microdilución. Éste último implica preparar diluciones seriadas del 

cultivo a evaluar y permite trabajar con pequeños volúmenes de muestra y medios 

(EUCAST, 2017). 

El ciclo de vida de las abejas se divide en cuatro fases de desarrollo: huevo, 

larva, pupa e imago (Weaver, 1957). El ciclo de desarrollo comienza con la oviposición 

de la reina de un huevo en la celda de cría, seguido por la eclosión del huevo y el 

crecimiento de la larva durante siete días, un período de incubación durante el cual se 

desarrolla la pupa y, finalmente, la emergencia de la abeja adulta (Winston, 1991) 

(Figura 3.4). La cría de larvas in vitro es una interesante estrategia para estudiar la 

fisiología de las abejas, la determinación de la casta y para evaluar los efectos de 

distintas patologías. Los protocolos para criar larvas de abejas in vitro se centran en el 
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período larval de siete días. Con ellos se ha logrado la supervivencia de las larvas y, por 

lo tanto, pueden ser utilizados para ensayos de cría y de rutina (Aupinel et al., 2005; 

Crailsheim et al., 2013). Se ha demostrado que alimentar abejas con una dieta 

suplementada con determinadas bacterias estimula la transcripción de genes implicados 

en la respuesta inmune (Evans y López, 2004; Antunez et al., 2013). Por lo tanto, el 

agregado de bacterias beneficiosas al alimento mejoraría la inmunidad de las abejas 

contra posibles patógenos (Al-Ghamdi et al., 2017). 

 

Figura 3.4. Metamorfosis en la casta obrera de Apis mellifera. Esquema del desarrollo 

holometábolo día a día, desde la oviposición hasta que emerge el adulto. Se indica con 

números romanos los cinco estadios de la fase larval (Tomado de Vázquez y Arredondo, 

2024). 

 

Como se describió previamente (Capítulo 1), uno de los requisitos para que un 

microorganismo sea considerado probiótico es que ejerza un efecto beneficioso en la 

salud del hospedador. En este contexto, se propuso evaluar el impacto del kéfir de agua 

y SLC de microorganismos obtenidos del mismo, en la salud de larvas de abejas. A 

través de su incorporación en la dieta se puede determinar si el compuesto resulta tóxico 

o ejerce un beneficio en las larvas, tales como aumentar el peso y/o tamaño y disminuir 

la mortalidad frente a la infección con patógenos.  

 

Objetivos específicos 

1. Aislar bacterias y levaduras que predominen en el kéfir de agua con el fin 

de obtener una colección de aislamientos como potenciales probióticos. 
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2. Evaluar in vitro las propiedades antimicrobianas de las bacterias y de las 

levaduras aisladas del kéfir frente a Paenibacillus larvae y a Ascosphaera 

apis. 

3. Determinar la concentración mínima inhibitoria (CIM) de los 

sobrenadantes de los microorganismos seleccionados por su capacidad 

antimicrobiana a través de la técnica de microdilución en caldo.  

4. Estudiar el efecto del kéfir de agua en la mortalidad larval en ensayos de 

cría de larvas in vitro. 

5. Evaluar el efecto de los sobrenadantes microbianos sobre larvas criadas 

in vitro y si su incorporación a la dieta induce efecto antimicrobiano en la 

infección provocada por los patógenos causantes de las enfermedades 

loque americana y cría yesificada.  

 

3.2.  Materiales y métodos 

3.2.1. Aislamiento y caracterización fenotípica de microorganismos del kéfir de 

agua 

A partir del kéfir de agua, en el laboratorio, se prepararon diluciones decimales y 

se sembraron en placas con medio MRS para aislar bacterias y medio HyL para el 

aislamiento de levaduras. Luego de la incubación a 35 ± 2 °C (bacterias) y a 25 °C 

(levaduras), se evaluaron las placas y se eligieron las colonias de bacterias y levaduras 

que presentaban diferentes morfologías. Cada una de ellas fue repicada mediante 

estrías a otra placa con el mismo medio de cultivo y se incubaron en las condiciones 

descriptas previamente en el capítulo 2. Este procedimiento se repitió sucesivas veces 

hasta asegurar la pureza del cultivo. 

Los aislamientos puros fueron caracterizados fenotípicamente en base a los 

criterios reportados por Mantilla y Portacio (2012). En un primer lugar, se realizó el 

método de tinción de Gram en bacterias (Coico, 2001) y la técnica de disgregado con 

azul de metileno en levaduras (Smart et al., 1998). Luego, los aislamientos fueron 

evaluados mediante las pruebas de actividad oxidasa y catalasa, reducción de nitrato, 

producción de gas a partir de glucosa y fermentación de lactosa (Gerhardt 1981; Audisio 

et al., 2011; Camarotte 2013).  

 

3.2.1.1. Preparación de sobrenadantes de los cultivos microbianos 

Las bacterias aisladas del kéfir fueron cultivadas en 10 ml de caldo MRS durante 
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24 h a 37 ºC en microaerofilia y en anaerobiosis. Las levaduras se cultivaron en 10 ml 

de medio HyL durante 24 h a 25 °C en aerobiosis. Los cultivos se hicieron crecer hasta 

la fase exponencial y su densidad óptica (D.O) se ajustó a 0,1 (600 nm), midiendo en 

espectrofotómetro (PerkinElmer PDA UV/VIS Lambda 265). Los sobrenadantes se 

obtuvieron por centrifugación a 15.000 rpm (“DLab” D2012-Plus) durante 10 min. Los 

mismos se filtraron con filtros de 0,22 µm (Sartorius) y se utilizaron en las pruebas de 

actividad antimicrobiana.  

 

3.2.2. Cepas patógenas de larvas de abejas 

Se utilizaron ocho cepas de Paenibacillus larvae. Tres de ellas, CMM15, CMM23 

y CMM35, fueron obtenidas por el Dr. Reynaldi y pertenecen al cepario de colección de 

Micología Médica de La Plata (CEMIBA). Una, MAR1, pertenece a la colección del 

LabEA. Otras tres, Cobo, Sierra y Estafeta, fueron provistas por el Centro de 

Investigación de Abejas Sociales (CIAS – Mar del Plata). La cepa BMR43-81 fue provista 

por el Dr. Thompson del Department of Biology (University of Western Ontario). Las 

cepas se cultivaron en medio MYPGP con el agregado de antibióticos ácido nalidíxico y 

ácido pipemídico. Este medio fue desarrollado por Dingman y Stahly (1983) y se 

compone de caldo Mueller-Hinton, extracto de levadura, K2PO4, glucosa, piruvato de 

sodio y agar. Para la obtención de células vegetativas, las esporas se hicieron germinar 

mediante la incubación en microaerofilia a 37 °C durante una semana. Las colonias se 

repicaron en placas con medio MYPGP y se hicieron crecer en aerobiosis a 37 °C por 

48 h. A partir de las colonias puras, se inocularon tubos con medio líquido MYPGP y se 

incubó en aerobiosis a 37 °C durante 24/48 h. La identificación se realizó mediante 

prueba de la catalasa (catalasa negativa) y tinción con Gram (bacilos Gram positivos).  

Se emplearon 15 cepas de Ascophaera apis provistas por el Dr. Reynaldi del 

cepario del CEMIBA. También, se utilizó una cepa de A. apis aislada a partir de momias 

de las colmenas del LabEA. Las cepas se cultivaron en medio YGPSA y se incubó en 

aerobiosis a 28 °C en oscuridad por siete días para el desarrollo de micelio. El medio 

YGPSA contiene extracto de levadura, glucosa, KH2PO4, almidón soluble y agar 

(Anderson et al., 1997). La identificación se realizó mediante observación microscópica 

del micelio (Aronstein y Murray, 2010). 

 

3.2.3. Evaluación de la actividad antimicrobiana 

La actividad inhibitoria de los aislamientos microbianos sobre el crecimiento de 

los patógenos P. larvae y A. apis se evaluó in vitro a través de la técnica de difusión por 
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pozo en agar (Balouiri et al., 2016). 

 

3.2.3.1. Ensayo frente a Paenibacillus larvae 

Se obtuvo un cultivo líquido puro de P. larvae en 10 ml de caldo MYPGP luego 

de la incubación durante 24 h a 35 ± 2 °C. La suspensión bacteriana se ajustó a una 

D.O de 0,75 a 600 nm. Se colocaron 100 µl del cultivo puro del patógeno sobre la 

superficie de una placa de Petri con medio MYPGP y se distribuyó homogéneamente 

con espátula de Drigalsky. Las placas se dejaron secar dentro de la cabina de flujo 

laminar FLV (Modelo B5 297 Bioamerican Science). A continuación, se realizaron cuatro 

pozos equidistantes de siete milímetros de diámetro en el medio de cultivo, en los cuales 

se inocularon 80 µl de cada sobrenadante microbiano a evaluar. Las placas se incubaron 

a 35 °C ± 2 por 24 y 48 h en aerobiosis. El medio de cultivo (MRS/HyL) sin agregados 

se utilizó como control negativo. Los ensayos se realizaron por triplicado para cada cepa 

de P. larvae.  

Luego de la incubación, se examinó la presencia de halos de inhibición del 

crecimiento del patógeno. El tamaño del halo se determinó midiendo desde el borde del 

pozo hasta el borde de la zona inhibida (halo), y se multiplicó por dos. La sensibilidad 

fue registrada en una escala de cuatro niveles como: (-) sin inhibición del crecimiento de 

la cepa indicadora de P. larvae; halos entre 0 y 8 mm: moderada inhibición del 

crecimiento de P. larvae (+); entre 8 y 14 mm: buena inhibición (++) y entre 14 y 24 mm: 

fuerte inhibición del patógeno (+++).  

 

3.2.3.2. Ensayo frente a Ascosphaera apis 

Se cultivó el hongo A. apis en medio YGPSA por siete días a 28 °C en oscuridad. 

Se colocó un disco de micelio del hongo de siete mm de diámetro en el centro de una 

placa con medio YGPSA. A continuación, en el medio de cultivo se realizaron cuatro 

pozos de siete mm de diámetro equidistantes al disco central, en los cuales se 

inocularon 80 µl de cada sobrenadante microbiano a evaluar. Las placas se incubaron 

a 28 °C por siete días en oscuridad en aerobiosis. Luego de la incubación, se examinó 

la presencia de inhibición del crecimiento del patógeno. Los resultados se analizaron 

siguiendo la clasificación cualitativa: sin inhibición (-) o buena inhibición (+). Los ensayos 

se realizaron por triplicado para cada cepa de A. apis.  
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3.2.4. Determinación de la CIM de los sobrenadantes de bacterias y levaduras  

Los tres aislamientos de bacterias y tres de levaduras que mayor actividad 

inhibitoria (+++) presentaron en la prueba de difusión por pozo en agar sobre P. larvae 

fueron seleccionados para determinar la CIM por el método de dilución en caldo 

(EUCAST, 2017), con modificaciones, utilizando microplacas de 96 pocillos. Cada cepa 

se evaluó en una microplaca con tres repeticiones. 

Se evaluaron los sobrenadantes correspondientes a crecimientos logarítmicos 

de 108 UFC de los aislamientos seleccionados. Para ello se prepararon cultivos líquidos 

de cada microorganismo a evaluar y se ajustó la D.O a la fase de crecimiento 

exponencial de cada uno de ellos. Los cultivos se centrifugaron a 15.000 rpm por 10 min 

(Hanil modelo combo 514R) y se filtraron con filtros de 0,22 µm (Sartorius). También, se 

preparó un cultivo de 24 h de P. larvae en medio líquido MYPGP y se ajustó a una D.O 

de 0,08 – 0,1 (0,5 McFarland).  

Se colocaron 100 µl del medio MYPGP sin inocular en cada pocillo de la 

microplaca (de 1 a 12). A su vez, se inocularon 100 µl del sobrenadante de cada cepa 

en todos los pocillos de la primera columna. A continuación, se transfirieron con 

micropipeta multicanal 100 µl de la columna 1 a la 2, y así sucesivamente, hasta la 

columna 10. Finalmente, se inocularon 100 µl del cultivo de P. larvae de la columna 1 a 

11. Se utilizó la columna 11 como control de crecimiento (CC) con el medio de cultivo y 

100 µl de P. larvae, y la columna 12 como control de esterilidad (CE) conteniendo sólo 

el medio de cultivo (Figura 3.4). Las microplacas se incubaron en aerobiosis durante 24 

y 48 h a 37 °C. Luego de ese tiempo, se evaluó si hubo crecimiento del patógeno 

(turbidez) midiendo la D.O en un lector de microplaca (Bio-Tek SynergyTM HT). La menor 

concentración a la que se produjo una inhibición completa del crecimiento visible fue 

considerada la concentración inhibitoria mínima (CIM). 
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Figura 3.4. Representación de la carga de la microplaca de 96 pocillos para la 

determinación de la CIM de los sobrenadantes de bacterias y levaduras. Columnas 1 a 

10: MYPGP + P. larvae + sobrenadante; columna 11: MYPGP + P. larvae (control de 

crecimiento (CC)); columna 12: MYPGP (control de esterilidad (CE)).  

 

3.2.5. Ensayos in vitro en larvas de abejas 

3.2.5.1. Preparación del alimento para larvas 

El alimento se preparó en base a la dieta 7 propuesta por Kaftanoglu et al. (2010), 

con modificaciones. La misma consistió en jalea real (53 % v/v) y una solución 

azucarada [glucosa (4 % p/v), fructosa (8 % p/v) y extracto de levadura (1 % p/v)]. 

Inicialmente, se prepararon 10 ml de solución azucarada. Luego, se tomaron 5 ml de la 

misma y se agregaron 5 ml de agua destilada (control), kéfir de agua (tratamiento 1) o 

sobrenadante del microorganismo (tratamiento 2), según el ensayo. De estos 10 ml, se 

tomaron 5 ml y se añadieron 5 ml de jalea real (llegando a un volumen final de 10 ml). 

El alimento fue conservado en la heladera a 4 ºC durante todo el ensayo. 

 

3.2.5.2. Traslarve 

Se preparó un protocolo para la cría de larvas de A. mellifera en el laboratorio 
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(Figura 3.5). Se utilizaron larvas de abejas obreras, menores a 72 h de vida procedentes 

de la progenie de una sola reina. Se colocaron en pocillos de microplacas de 8x12 de 

base plana las cuales habían sido previamente desinfectadas con alcohol 70 % v/v y luz 

UV. El traslarve, es decir, el traspaso de larvas desde el cuadro de la colmena a la 

microplaca, se realizó en ambiente estéril utilizando aguja de traslarve y en el menor 

tiempo posible. Previo al traslarve, se colocó el alimento en los pocillos de la microplaca 

utilizando una micropipeta. El alimento fue entibiado a 34 °C antes de la alimentación, 

variando cada día su cantidad y al séptimo no se alimentó más (Kaftanoglu et al., 2010). 

Luego del traslarve, las microplacas se incubaron en una cámara de cría (P-Selecta 

Environment Testing) controlando la humedad relativa entre 80 – 90 % y la temperatura 

entre 34 – 36 °C durante seis días (período larval). Al séptimo día las larvas comenzaron 

a empupar, por lo que la humedad se disminuyó al 70 %. En cada ensayo se evaluó el 

éxito en el traslarve a las 48 h y las variables cuantitativas de peso, tamaño y mortalidad 

al séptimo día. Las larvas se examinaron diariamente y se clasificaron como muertas 

cuando perdieron su elasticidad corporal o mostraron un cambio de color a marrón 

(Aupinel et al., 2005; Antúnez, 2019). 

 

Figura 3.5. Cuadro de una colmena para realizar el traslarve (a); Microplaca de 8x12 de 

base plana con larvas de Apis mellifera (b); Larva de 7 días creciendo en un pocillo de 

una microplaca (c). 
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3.2.6. Ensayos preliminares in vitro sobre el efecto del kéfir de agua en la 

alimentación de larvas 

Los tratamientos consistieron en alimentar larvas con las siguientes dietas 

basadas en la propuesta por Kaftanoglu et al. (2010): una solución azucarada diluida en 

agua con 50 % de jalea real y una solución azucarada diluida en kéfir (1:1) con 50 % de 

jalea. Las microplacas fueron incubadas en cámara de cría controlando la temperatura 

y humedad, como se describió previamente. Además, las placas se dejaron incubando 

durante 21 días para evaluar el número de larvas que alcanzaron el estado de pupa e 

imago. 

 

3.2.7. Ensayos de toxicidad  

En base a los resultados de actividad inhibitoria in vitro, se seleccionó uno de los 

aislamientos de bacterias con mayor inhibición (+++) frente a P. larvae (bacteria S6) y 

uno de los aislamientos de levaduras con buena inhibición frente a A. apis (levadura 

LK3) y se evaluó si el microorganismo seleccionado pudiera ser tóxico para las larvas 

de A. mellifera. 

Se preparó un cultivo puro de la bacteria (1 x 108 UFC/ml) a evaluar en caldo 

MRS, incubando a 35 ± 2 °C en anerobiosis. Por otro lado, se obtuvo un cultivo puro de 

la levadura (1 x 108 UFC/ml) en medio HyL líquido y se incubó a 25 °C en aerobiosis. 

Los tratamientos consistieron en alimentar larvas con las siguientes dietas: una solución 

azucarada diluida en agua con 50 % de jalea real y una solución azucarada diluida en 

sobrenadante microbiano (1:1) con 50 % de jalea. Las microplacas fueron incubadas en 

cámara de cría controlando la temperatura y humedad, como se describió 

anteriormente.  

 

3.2.8. Ensayos de estrés en cría de abejas in vitro por infección con patógenos 

larvales 

Se sometió a las larvas al estrés de las enfermedades loque americana y cría 

yesificada. Para ello, los tratamientos consistieron en alimentar larvas con las siguientes 

dietas: una solución azucarada diluida en agua con 50 % de jalea real y una solución 

azucarada diluida en agua con jalea real y el sobrenadante microbiano. A estas dietas 

se les añadió esporas del patógeno para infectar las larvas a través de la alimentación, 

como se detalla a continuación. Se utilizaron como control larvas de abejas alimentadas 

con dietas sin el agregado de esporas del patógeno.  
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3.2.8.1. Paenibacillus larvae: capacidad antibacteriana del aislamiento de la 

bacteria S6 

Se preparó un cultivo puro de 24 h de P. larvae, se sembró en placa con medio 

MYPGP con antibióticos (ácido nalidíxico y pipemídico) y se incubó en microaerofilia por 

15/30 días a 35 ± 2 °C. Luego de ese tiempo, se colectaron las colonias crecidas en 

placa y se transfirieron a un tubo de ensayo con un ml de solución fisiológica estéril, 

obteniendo así la suspensión de esporas del patógeno. Luego, se sometió el tubo a 

tratamiento térmico (15 min a 100 °C), se prepararon diluciones decimales y se sembró 

en placa. Se incubó en microaerofilia por 72/96 h y posteriormente se realizó el recuento 

de UFC/ml, con el fin de conocer la concentración de esporas (Moliné et al., 2020). La 

cepa de P. larvae utilizada fue Estafeta (DL50= 200 esporas).  

Las larvas fueron sometidas a la inoculación con esporas de P. larvae mediante 

la alimentación. Un grupo control se alimentó con una solución azucarada diluida en 

agua con 50 % de jalea real; otro grupo fue alimentado con la solución azucarada diluida 

en agua con jalea real y el sobrenadante de la bacteria S6; un tercer y cuarto grupo 

fueron alimentadas con cada una de las dietas descriptas, a las cuales, el primer día, se 

les agregó 1x106 esporas de P. larvae. A partir del segundo día, las dietas no llevaban 

las esporas del patógeno (Al-Ghamdi et al., 2017). Se emplearon grupos de 24 larvas 

en cada tratamiento y se trabajó con tres microplacas. Las mismas fueron incubadas en 

la cámara de cría controlando la temperatura y humedad. Se evaluaron las variables de 

éxito en el traslarve a las 48 h, y mortalidad, medida al séptimo día desde el traslarve 

(Crailsheim et al., 2013). 

Luego de 12 días de haber alimentado a las larvas y con el objetivo de determinar 

si habían muerto porque se infectaron con esporas de P. larvae, se realizó el siguiente 

protocolo. Se maceraron 10 larvas con varilla estéril y se homogeneizaron en 10 ml de 

PBS estéril. Se sometieron a tratamiento térmico por 15 min a 100 °C. A continuación, 

se prepararon diluciones decimales y se sembraron en placa con MYPGP y los 

antibióticos ácido nalidíxico y ácido pipemídico. Luego de la incubación en microaerofilia 

por tres días a 35 ± 2 °C, se realizó el recuento de esporas en placa (UFC/ml). 

 

3.2.8.2. Ascosphaera apis: capacidad antifúngica del aislamiento de la 

levadura LK3 

Para la obtención de esporas de A. apis se siguió el protocolo propuesto por 

Jensen et al. (2013). Se obtuvo micelio del hongo en placas con medio YGPSA, 

incubando en oscuridad a 30-34 °C, al menos tres semanas en microaerofilia para 
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asegurar la producción de esporas. Luego, con un bisturí se recolectaron los 

esporocistos y se transfirieron a un mortero conteniendo agua destilada estéril (ADE). 

Se trituró la suspensión por 1 min para liberar las esporas de los esporocistos. Se 

agregaron 200 µl de ADE al mortero y se transfirieron las esporas con micropipeta a un 

tubo Eppendorf. Se añadieron 750 µl de agua para tener un medio denso en esporas. 

Se dejó reposar la suspensión por 30 min y se transfirieron con micropipeta 

aproximadamente 500 µl a un nuevo tubo, para obtener esporas individuales. A 

continuación, se prepararon diluciones seriadas de 10-2 o 10-3 para contar y calcular la 

concentración de la suspensión. 

Las larvas fueron enfrentadas a esporas de A. apis. Un grupo control (control -) 

se alimentó con una solución azucarada diluida en agua con 50 % de jalea real; otro 

grupo fue alimentado con la solución azucarada diluida en agua con jalea real 

conteniendo 1x107 esporas/ml de A. apis trituradas (control +) y un tercer grupo fue 

alimentado con la solución azucarada diluida en el sobrenadante de la levadura LK3 con 

jalea real conteniendo 1x107 esporas/ml de A. apis trituradas. A partir del segundo día, 

las dietas no incorporaron las esporas del patógeno (Bamford y Heath, 2015). Las 

microplacas fueron incubadas en la cámara de cría controlando la temperatura y 

humedad. Se evaluaron las variables de éxito en el traslarve a las 48 h, y mortalidad, 

medida al séptimo día (Crailsheim et al., 2013). 

 

3.2.9. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al., 

2008). Para evaluar la supervivencia y el éxito en el traslarve, así como comparar el 

peso y longitud de larvas del primer ensayo preliminar del kéfir, se realizó el test Análisis 

de la Varianza (SC tipo III), seguido del Test LSD Fisher Alfa=0.05 y DMS. Se realizó la 

prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para evaluar el éxito en el 

traslarve y la mortalidad de las larvas alimentadas con dieta control negativo (sin 

esporas del patógeno P. larvae o A. apis) con respecto a los tratamientos (con esporas 

y sobrenadante de bacteria/ levadura).  

 

3.3. Resultados  

3.3.1. Aislamiento y caracterización fenotípica de los microorganismos 

seleccionados a partir del kéfir de agua 

Se seleccionaron un total de 30 bacterias y 30 levaduras. Los aislamientos de 
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bacterias Gram positivos, catalasa-negativos, oxidasa-negativos, no reductores de 

nitrato, fermentadores de glucosa con o sin producción de CO2 y fermentadores de 

lactosa fueron identificados como posibles bacterias lácticas, en base a la 

caracterización fenotípica propuesta por Kandler y Weiss (1986). Los aislamientos de 

levaduras fueron reconocidos como catalasa-positivos, oxidasa-positivos, no reductores 

de nitrato y no fermentadores de lactosa, en base a lo propuesto por Kreger y Rij (1984). 

 

3.3.2. Evaluación de la actividad antimicrobiana 

3.3.2.1. Ensayo frente a Paenibacillus larvae 

Se evaluó, mediante ensayos de difusión por pozo en agar, el efecto inhibitorio 

de los sobrenadantes libres de células (SLC) de los 60 aislamientos de bacterias y 

levaduras del kéfir sobre las ocho cepas de P. larvae (Figura 3.6). El diámetro de las 

zonas de inhibición varió entre 4 ± 0,0 mm y 24 ± 0,3 mm. De los 60 aislamientos, nueve 

(15 %) no inhibieron a P. larvae (-); 10 (16,67 %) produjeron una inhibición moderada 

(+); 21 (35 %) produjeron buena inhibición (++) y 20 (33,3 %) produjeron fuerte inhibición 

(+++). En las tablas 3.1 y 3.2 se presentan los resultados del diámetro de los halos de 

inhibición del crecimiento del patógeno luego de 24/48 h de incubación producidos por 

los 20 aislamientos (10 bacterias y 10 levaduras) que presentaron mayor inhibición 

(+++).  

Los 10 aislamientos de bacterias y los 10 de levaduras que presentaron una 

fuerte actividad inhibitoria frente a P. larvae fueron seleccionados para ser evaluados 

como potenciales probióticos a través de distintas pruebas en el laboratorio (Capítulos 

4 y 5).  
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Figura 3.6. Actividad antimicrobiana (técnica de pozo en agar) de sobrenadantes de 

bacterias (izquierda) y de levaduras (derecha) obtenidos de kéfir de agua sobre 

Paenibacillus larvae. S1, S2, S3: sobrenadantes de bacteria o levadura, C: control 

negativo (sólo medio de cultivo). 

 

 Tabla 3.1. Actividad antimicrobiana (técnica de pozo en agar) de 10 aislamientos 

bacterianos obtenidos de kéfir de agua sobre ocho cepas de Paenibacillus larvae.  

  

Aislamiento Cepas de Paenibacillus larvae 

 
CMM15 CMM23 CMM35 MAR1 Estafeta Sierra Cobo BMR43-81 

B1 5,3±0,6* - - - 6,0±1,0 4,6±0,6 - 16,0±1,0 

B2 - 5,6±1,5 5,0±0,7 4,0±0,0 4,0±0,0 6,0±0,0 4,6±0,7 15,3±0,6 

B3 6,0±0,0 - - - - - - 14,0±0,0 

B5 - - - - 4,0±0,0 - - 16,0±0,0 

B7 9,0±0,7 - - - 4,0±0,0 - - 12,6±0,6 

B12 6,0±0,0 - - - 4,0±0,0 - - 16,0±0,0 

S1 - - - - - - - 18,0±0,0 

S6 - 3,0±0,0 - 8,0±1,0 - - 6,8±0,7 16,6±0,6 

S8 4,6±0,6 - - - 6,0±0,0 8,3±0,8 - 14,0±0,0 

b3 8,0±0 - - - 6,0±0,0 6,0±0,0 - 14,0±0,0 
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*Diámetro de halos de inhibición de tres repeticiones en mm ± desvío estándar 

- Sin inhibición del crecimiento del patógeno 

 

Tabla 3.2. Actividad antimicrobiana (técnica de pozo en agar) de 10 aislamientos de 

levaduras obtenidos de kéfir de agua sobre ocho cepas de Paenibacillus larvae.  

Aislamiento Cepas de Paenibacillus larvae 

 
CMM15 CMM23 CMM35 MAR1 Estafeta Sierra Cobo BMR43-

81 

LS1 17,0±0,7* 16,6±0,6 16,6±0,6 16,0±0,0 - - - - 

Y1 14,0±0,0 16,6±0,6 15,2±0,5 18,0±0,0 - - - 8,0±0,0 

AS 17,0±0,7 19,2±0,6 16,0±0,0 16,6±0,6 8,0±0,0 6.0±0,0 - - 

BK1 11,5±0,3 15,0±0,7 17,5±0,3 17,0±0,7 - 8,0±0,0 - - 

FAS 16,0±0,0 19,0±0,7 16,5±0,3 15,0±0,7 8,0±0,7 16,0±0,0 - 10,0±1,0 

Y4 - 22,0±0,0 16,0±0,0 12,5±0,3 8,0±0,7 - - 6,0±0,0 

Y8 12,5±0,7 18,0±0,0 16,5±0,3 11,0±0,7 8,0±1,0 16,0±1,0 - 16,0±01,0 

Y2 - 22,0±0,0 18,0±0,0 22,0±0,0 8,0±0,0 8,0±1,0 - - 

LK2 - 24,0±0,3 17,0±0,7 21,0±0,7 - 8,0±0,0 - 10,0±0,0 

LK3 - 21,0±1,0 18,0±0,0 21,0±0,7 8,0±1,0 6,0±0,0 - 10,0±0,0 

*Diámetro de halos de inhibición de tres repeticiones en mm ± desvío estándar 

- Sin inhibición del crecimiento del patógeno 

 

3.3.2.2. Ensayo frente Ascosphaera apis 

Se evaluó, mediante ensayos de difusión por pozo en agar, el efecto inhibitorio 

de los sobrenadantes de los 60 aislamientos frente a las 15 cepas de colección de A. 

apis (CMM1 - CMM15) (Figura 3.7). Un total de cinco bacterias (S6, S8, B8, B3, b3) y 

10 levaduras (Y1, Y2, Y4, Y9, K6, LK2, LK3, AS, FAs, LF) lograron una buena inhibición 

en el crecimiento del patógeno. De estos aislamientos de bacterias y levaduras, aquellos 

que también presentaron una fuerte actividad inhibitoria frente a P. larvae, fueron 

seleccionados para ser evaluados como potenciales probióticos a través de distintas 

pruebas en el laboratorio (Capítulos 4 y 5).  
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Figura 3.7. Micelio de Ascosphaera apis en una placa con YGPSA (izquierda). Actividad 

antifúngica (técnica de pozo en agar) de cuatro sobrenadantes microbianos (S1, S2, S3, 

S4) obtenidos de kéfir de agua sobre el crecimiento del hongo patógeno (derecha). 

 

3.3.3. Evaluación del efecto de los sobrenadantes de bacterias y levaduras sobre 

P. larvae por el método de dilución en caldo 

Los tres aislamientos de bacterias (B2, S6 y b3) y los tres de levaduras (FAs, Y8 

y LK3) que mostraron mejor antagonismo (+++) frente a las cepas de P. larvae fueron 

seleccionados para determinar su CIM. Ninguno de los sobrenadantes de bacterias y 

levaduras evaluados inhibió el crecimiento de las cepas de P. larvae, con lo cual no se 

pudo determinar una concentración inhibitoria. Sin embargo, se registraron menores 

valores de absorbancias en los tratamientos (patógeno con sobrenadantes) comparado 

con las absorbancias en el control de crecimiento (CC) (crecimiento in vitro del patógeno 

solo en el medio de cultivo). 

 

3.3.4. Ensayos in vitro en larvas de abejas  

3.3.4.1. Ensayos preliminares sobre el efecto del kéfir de agua en la 

alimentación de larvas 

No se hallaron diferencias significativas entre los tratamientos control y kéfir, en 

el éxito del traslarve como así tampoco en el porcentaje de mortalidad a los siete días 

(Tabla 3.3). Se registró un menor peso y tamaño de larvas para el tratamiento kéfir. Sin 

embargo, cabe destacar, que alcanzaron el estadio de pupa y de imago (Figura 3.8), 

tanto las larvas alimentadas con solución control (11 pupas y 5 imagos) como con kéfir 

(5 pupas y 4 imagos).  
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Tabla 3.3. Resultados de las variables medidas en larvas alimentadas con dieta control 

y kéfir de agua.  

Variable CONTROL KÉFIR 

Éxito en traslarve (%) 62,50 55,50 

Mortalidad (%) 54,20 81,10 

Peso larva (g) 0,07 ± 0,04 a * 0,02 ± 0,03 * 

Longitud larva (mm) 9,00 ± 2,50 * 5,40 ± 2,30 * 

a Los resultados son el promedio de los individuos analizados (n=24) ± el desvío 

estándar. 

* Diferencias estadísticamente significativas (p<0,01) entre tratamientos control y kéfir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8. Estadio de imago de larvas de abejas criadas en microplacas en condiciones 

de laboratorio. 

 

3.3.4.2. Ensayos de toxicidad  

No se hallaron diferencias significativas entre el control y los tratamientos 

(sobrenadante de bacteria S6/ levadura LK3) en el éxito del traslarve ni tampoco en el 

porcentaje de mortalidad a los siete días (p>0,1). Es decir, los sobrenadantes libres de 

células provenientes de cultivos de la bacteria y la levadura evaluadas no tuvieron efecto 

de toxicidad sobre las larvas (Figura 3.9; Figura 3.10).  
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Figura 3.9. Efecto del sobrenadante de la bacteria S6 sobre la supervivencia de las 

larvas criadas en el laboratorio durante siete días.  

 

 

Figura 3.10. Efecto del sobrenadante de la levadura LK3 sobre la supervivencia de las 

larvas criadas en el laboratorio durante siete días.  

 

3.3.5. Ensayos de estrés por infección con patógenos de la cría de abejas 

3.3.5.1. Efecto de los sobrenadantes sobre la supervivencia larval: Ensayo con 

P. larvae 

Al evaluar el éxito en el traslarve a las 48 h, no se hallaron diferencias 

significativas (p>0,1) entre las larvas alimentadas con dieta sin esporas de P. larvae 

(control negativo), con esporas del patógeno (control positivo) y con el agregado de 
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sobrenadante de la bacteria más las esporas. Se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,05) en la mortalidad de las larvas al séptimo día 

entre los tratamientos comparados (control negativo sin esporas con respecto a los 

tratamientos control con esporas y sobrenadante bacteriano con esporas). No se 

hallaron diferencias significativas (p>0,1) entre la supervivencia de las larvas 

alimentadas con dieta control con esporas (mortalidad al séptimo día= 90,3% ± 0,08) y 

sobrenadante con esporas (mortalidad al séptimo día= 91,6% ± 0) (Tabla 3.4). 

 

Tabla 3.4. Resultados de las variables medidas en larvas alimentadas con dieta control 

negativo (sin esporas del patógeno P. larvae), control positivo (con esporas) y 

sobrenadante de bacteria S6 (con esporas). 

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

 

3.3.5.2. Efecto de los sobrenadantes sobre la supervivencia larval: Ensayo con 

A. apis 

No se hallaron diferencias significativas (p>0,1) en el éxito en el traslarve a las 

48 h entre el control sin esporas (control -), el control con esporas (control +) y el 

sobrenadante de la levadura LK3 conteniendo esporas de A. apis. Respecto al 

Tratamiento Placa N° Traslarvadas Éxito traslarve (%) Mortalidad (%) 

 

CONTROL – 

 

Promedio 

1 24 67 46 

2 24 75 46 

3 24 46 71 
  

63 ± 0,15 a* 54 ± 0,14 b 

 

CONTROL + 

 

Promedio 

1 24 67 83 

2 24 79 100 

3 24 67 88 
  

71 ± 0,07 a 90 ± 0,09 c 

 

BACTERIA 

S6 

 

Promedio 

1 24 50 92 

2 24 58 92 

3 24 75 92 
  

61 ± 0,13 a 92 ± 0,00 c 
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porcentaje de mortalidad al séptimo día, no hubo diferencias significativas (p>0,1) entre 

los tratamientos (Tabla 3.5).  

 

Tabla 3.5. Resultados de las variables medidas en larvas alimentadas con dieta control 

negativo (sin esporas del patógeno P. larvae), control positivo (con esporas) y 

sobrenadante de levadura LK3 (con esporas). 

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

 

3.4. Discusión  

El manejo actual de la enfermedad loque americana en nuestro país se lleva a 

cabo a través de la quema del material apícola contaminado con esporas (Matheson y 

Reid, 1992), el empleo de descontaminantes como radiación gamma y esterilización con 

parafina (Charbonneau et al., 1992) y el mejoramiento genético de las abejas (Rinderer, 

1986; Spivak y Reuter, 2001). Todos estos métodos, si bien ayudan a controlar la 

enfermedad, involucran pérdidas económicas, riesgos y limitaciones (Reynaldi, 2006). 

En el caso de la cría yesificada, la aplicación de fungicidas sintéticos para su control 

puede aumentar la mortalidad de las abejas y contaminar la colmena (Mullin et al., 

2010). Se han evaluado variados productos quimioterapéuticos sin que ninguno de ellos 

Tratamiento Placa N° Traslarvadas Éxito traslarve (%) Mortalidad (%) 

 

CONTROL – 

 

Promedio 

1 24 33 92 

2 24 42 92 

3 24 21 88 
  

 32 ± 0,10* a 90 ± 0,02 b 

 

CONTROL + 

 

Promedio 

1 24 38 83 

2 24 25 88 

3 24 13 100 
  

 25 ± 0,13 a  90 ± 0,09 b 

 

LEVADURA 

LK3 

 

Promedio 

1 24 33 92 

2 24 58 92 

3 24 29 88 
  

 40 ± 0,16 a  90 ± 0,02 b 
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sea completamente eficaz (Davis y Ward, 2003). Es por ello que se han estudiado otras 

alternativas para controlar esta enfermedad. Se ha propuesto el uso de productos 

naturales para evitar el impacto negativo en el medio ambiente y la contaminación de 

los productos de la colmena (Albo et al., 2016). Entre los métodos de control naturales 

se incluye el uso de microorganismos beneficiosos.  

Las bacterias obtenidas del kéfir de agua inhibieron con distinta intensidad el 

crecimiento in vitro de P. larvae en el ensayo de difusión por pozo en agar. De ellas, se 

seleccionaron los 10 aislamientos que presentaron una fuerte inhibición para ser 

evaluadas como posibles probióticos en futuros ensayos. De manera similar, Forsgren 

et al. (2010) estudiaron los efectos de bacterias de los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium sobre P. larvae. En ensayos de inhibición en placas de Petri obtuvieron 

que distintos grupos taxonómicos de las bacterias presentaron diferencias en el grado 

de inhibición frente al patógeno. Luego, combinaron los 11 grupos de las bacterias y 

lograron así una total inhibición del crecimiento del patógeno. Por su parte, Daisley et 

al. (2019) evaluaron las bacterias Lactobacillus plantarum Lp39, L. rhamnosus GR-1 y 

L. kunkeei BR-1, las cuales presentaron cierto nivel de inhibición in vitro frente a P. 

larvae. Al combinar las tres cepas obtuvieron tan buenos resultados como al utilizar el 

antibiótico oxitetraciclina. Estos estudios demuestran la eficacia de las bacterias para 

controlar el crecimiento in vitro de P. larvae. Asimismo, las levaduras aisladas del kéfir 

presentaron actividad inhibitoria frente a P. larvae. Los 10 aislamientos que mostraron 

mayor inhibición también fueron seleccionados para evaluar su capacidad probiótica. 

De acuerdo a la bibliografía consultada, no se han reportado estudios en los que 

especies de levaduras hayan sido utilizadas para controlar el crecimiento de este 

patógeno. De esta manera, los resultados obtenidos con las levaduras del kéfir son 

novedosos y de gran interés por su potencial uso para controlar la loque americana. 

Los sobrenadantes de determinadas bacterias y levaduras obtenidas del kéfir 

presentaron buena inhibición frente al crecimiento in vitro de A. apis. Se ha reportado 

que especies de Lactiplantibacillus presentaron actividad antifúngica de diferente 

intensidad en ensayos de laboratorio in vitro (Iorizzo et al., 2021). Por su parte, Reynaldi 

et al. (2004) estudiaron la potencialidad de 249 cepas de bacterias esporuladas aerobias 

aisladas de miel como agentes biocontroladores del hongo mediante un ensayo en disco 

central en condiciones de laboratorio. Seleccionaron como mejores antagonistas 10 

cepas bacterianas pertenecientes al género Bacillus y la especie Paenibacillus alvei. 

Todos estos estudios sugieren que ciertas bacterias tienen el potencial para ser 

utilizadas en el control de la enfermedad cría yesificada (Bartel et al., 2019), pero 

ninguno de ellos ha reportado el uso de levaduras. Nuevamente, se pone de manifiesto 
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la importancia de los resultados obtenidos en esta tesis respecto a las propiedades 

inhibitorias de las levaduras aisladas del kéfir de agua.  

Los tres aislamientos de bacterias y tres de levaduras evaluados mediante el 

ensayo de microdilución no inhibieron el crecimiento de las cepas de P. larvae, por lo 

tanto, no se pudo determinar una concentración inhibitoria. No obstante, se registró un 

menor crecimiento de las cepas del patógeno cuando se incubó en presencia de los 

sobrenadantes microbianos en comparación con el control sin el agregado de los 

mismos. El grado en que disminuyó el crecimiento fue variable según las cepas de P. 

larvae evaluadas. Esto puede atribuirse a que la patogenicidad y virulencia de las cepas 

dependen en gran medida de su genotipo y su origen (Genersch, 2006). En esta tesis, 

dos de las cepas que se utilizaron pertenecen al genotipo ERIC II, mientras que las 

restantes seis pertenecen al genotipo ERIC I, el cual es considerado como el tipo menos 

virulento a nivel de larva (Rauch et al., 2009). Además, las cepas tenían un origen 

diferente, ya que provinieron de distintas regiones de Argentina y una de ellas de 

Canadá.  

El kéfir de agua fue aceptado por las larvas criadas en el laboratorio sin provocar 

mayor mortalidad que en aquellas alimentadas con una dieta típica. De la misma 

manera, los sobrenadantes de bacteria y levadura no resultaron tóxicos para las larvas. 

Esta primera etapa de evaluación de microorganismos es de gran importancia ya que la 

alimentación de las abejas cumple un rol clave en su salud. Una deficiencia dietética o 

nutricional es un factor que puede conducir al desarrollo de enfermedades como loque 

americana (Moliné et al., 2020). Más aún, la pérdida de la microbiota intestinal que 

puede resultar de la aplicación de antibióticos en las colmenas puede tener 

consecuencias graves en la función de la inmunidad innata de las abejas y en la 

susceptibilidad a enfermedades. De esta manera, la alimentación de las abejas se 

puede mejorar o complementar con microorganismos beneficiosos para lograr mantener 

una microbiota balanceada (Daisley et al., 2020). 

Los sobrenadantes de la bacteria y levadura seleccionadas se incorporaron en 

la dieta de larvas de abejas que fueron sometidas al estrés de loque americana y cría 

yesificada. Respecto a la enfermedad loque americana, el agregado de sobrenadante 

bacteriano a la dieta no tuvo un efecto protector frente a la infección con esporas de P. 

larvae. Otros autores, en cambio, sí lograron disminuir la mortalidad de las larvas 

asociada a este patógeno (Al-Ghamdi et al., 2017; Arredondo et al., 2018). Por ejemplo, 

Daisley et al. (2019) evaluaron un probiótico constituido por tres especies de 

Lactobacillus que había logrado inhibir in vitro a P. larvae. En experimentos utilizando 

larvas criadas en el laboratorio demostraron que este probiótico redujo la carga del 
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patógeno y mejoró la supervivencia de las larvas. En base a estos resultados, se puede 

hipotetizar que la combinación de distintos sobrenadantes de bacterias podría ejercer 

un efecto positivo en la supervivencia de las larvas expuestas a la infección.  

Al someter a las larvas a un concentrado de esporas de A. apis no se encontró 

una mayor supervivencia de las larvas cuando se las alimentó con el sobrenadante de 

la levadura. Existen estudios en los que los autores sí encontraron microorganismos que 

ejercieron un efecto beneficioso en la salud de las abejas. Por ejemplo, Audisio (2016) 

estudió la bacteria Lactobacillus johnsonii en condiciones in vitro e in vivo. Esta especie 

estimuló la puesta de huevos de la reina y la producción de miel en las colmenas. De 

manera similar, Cabana et al. (2021) aislaron de pan de polen cepas de Lactobacillus 

spp. con potencial probiótico y las evaluaron a través de pruebas in vitro de crecimiento 

a distintas temperaturas, hemólisis, sensibilidad a antibióticos y antagonismo frente a A. 

apis. De las 17 cepas, seis lograron inhibir al hongo y fueron seleccionadas para una 

futura aplicación en colmenas. 

Considerando la distribución a nivel global de las enfermedades loque americana 

y cría yesificada y, ante la falta de agentes eficaces para contrarrestarlas, resulta 

necesario desarrollar nuevos métodos de control. El uso de microorganismos 

beneficiosos como complemento o alternativa natural a los antibióticos, si resultara 

exitoso, puede ser relevante en términos de prevención para favorecer la salud de las 

abejas melíferas. El siguiente paso consistirá en evaluar la capacidad probiótica de los 

microrganismos seleccionados y, finalmente, incorporarlos en la alimentación de las 

abejas en las colmenas.  

 

Conclusiones 

• En base a la caracterización fenotípica, 30 microorganismos aislados del 

kéfir de agua fueron identificados como posibles bacterias lácticas y 30 

se reconocieron como levaduras. 

• De los 60 microorganismos aislados de kéfir de agua, veinte (10 bacterias 

y 10 levaduras), mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente al 

patógeno P. larvae cuando se trabajó con el ensayo de difusión por pozo 

en agar.  

• De los 60 microorganismos estudiados, cinco bacterias y 10 levaduras, 

presentaron actividad antimicrobiana sobre el patógeno A. apis mediante 

el ensayo de difusión por pozo en agar.  



 

58 

 

• Los sobrenadantes de las tres bacterias y de las tres levaduras no 

inhibieron el crecimiento de las cepas de P. larvae cuando fueron 

evaluados mediante el método de dilución en microplaca. Sin embargo, 

lograron disminuir el crecimiento in vitro del patógeno con respecto al 

control.  

• De acuerdo a los ensayos realizados en larvas de abejas criadas en el 

laboratorio, el kéfir de agua y los sobrenadantes de bacteria y levadura 

no mostraron efectos de toxicidad sobre las larvas ya que no aumentaron 

su mortalidad. 

• Los sobrenadantes de bacteria y levadura incorporados a la dieta de las 

larvas criadas in vitro e infectadas con esporas de P. larvae y A. apis no 

tuvieron actividad antimicrobiana frente a los patógenos.  

• Los 10 aislamientos de bacterias y los 10 de levaduras que presentaron 

una fuerte actividad inhibitoria in vitro frente a P. larvae y A. apis fueron 

seleccionados para continuar su evaluación como potenciales 

probióticos.  
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Capítulo 4: Identificación y evaluación de las propiedades probióticas de 

bacterias con actividad antimicrobiana 

 

4.1. Introducción 

La definición de probióticos propuesta en el año 2001 por un comité de expertos 

con la aprobación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización de 

las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) se puede traducir en 

cuatro criterios simples y pragmáticos que permiten concluir si una cepa específica de 

un microorganismo califica como probiótico para su uso en alimentos y suplementos 

dietéticos. Estos son: (a) está suficientemente caracterizada; (b) es segura; (c) confiere 

un beneficio para la salud que ha sido evaluado en al menos un ensayo clínico, (d) se 

encuentra viva en cantidades adecuadas en el producto a una dosis eficaz durante toda 

su vida útil (Binda et al., 2020).  

Las bacterias más utilizadas como probióticos son las bacterias del ácido láctico 

(Figura 4.1) y las bifidobacterias. Las bacterias lácticas (BAL) constituyen un grupo 

heterogéneo que se caracteriza por la producción de ácido láctico a partir de la 

fermentación de azúcares. Las BAL comparten similitudes morfológicas y metabólicas, 

estando muchas de ellas relacionadas filogenéticamente. La principal familia de BAL es 

Lactobacillaceae, la cual ha sido recientemente reclasificada (Zheng et al., 2020) y 

comprende a todos los géneros previamente incluidos en las familias Lactobacillaceae 

y Leuconostocaceae, es decir, Convivina, Fructobacillus, Lactobacillus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus y Weissella. Son bacterias Gram-

positivas, no formadoras de esporas, anaerobias facultativas o estrictas. Las células son 

cocos o bacilos, que pueden formar cadenas o estar dispuestas de a pares o tétradas 

(Pediococcus). El principal producto de la fermentación es el ácido láctico. Otros 

productos incluyen el ácido acético, etanol, dióxido de carbono, ácido fórmico o ácido 

succínico. Las BAL tienen requerimientos nutricionales, entre ellos, aminoácidos, 

péptidos, vitaminas, sales, ácidos grasos y carbohidratos fermentables. Es por ello que 

suelen estar asociadas a ambientes ricos en nutrientes como la leche y sus derivados, 

algunas plantas, material en descomposición y superficies mucosas de los animales 

como, por ejemplo, el tracto gastrointestinal (Bolla, 2011). Lactobacillaceae es la única 

familia del orden Lactobacillales que incluye microorganismos homofermentadores y 

heterofermentadores (Zheng et al., 2020), pudiendo fermentar hexosas como glucosa o 

fructosa. La producción de ácidos, principalmente láctico, por parte de las BAL 

contribuye con las propiedades sensoriales de los alimentos, es decir, la textura, sabor 
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y desarrollo de aroma. Además, son responsables de inhibir ciertos microorganismos 

patógenos, permitiendo preservar los alimentos. Por estas razones, son muy utilizadas 

en la industria alimentaria (Ortiz Balderas, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Fotografía en microscopio óptico de células de una bacteria láctica luego de 

la tinción Gram. Las células son bacilos y se observan de color violeta (Gram +). 

 

La identificación de las bacterias es fundamental y, para hacerlo de manera 

precisa, se recurre a los métodos moleculares. En la taxonomía bacteriana, el análisis 

de la secuencia génica del ARNr 16S es la herramienta más ampliamente utilizada 

(Figura 4.2). Al comparar las secuencias de los ARNr 16S se pueden establecer las 

relaciones filogenéticas entre los organismos procariotas. El ARNr 16S es un 

polirribonucleótido de aproximadamente 1.500 nucleótidos, codificado por el gen rrs o 

ADN ribosómico ARNr 16S incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano 

(Olmos et al., 2010). 
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Figura 4.2. A: El operón ribosómico con los tres tipos de ARNr (rrs, rrl y rrf), los 

promotores P1 y P2 y las regiones intergénicas (IG). B: Amplificación del gen rrs (ARNr 

16S). Los iniciadores I1, I2 e I3 se usan para amplificar un fragmento de 1.500 pb (I1-

I3) o de 500 pb (I1-I2). C: Gel de electroforesis donde se visualizan los dos fragmentos 

amplificados (Tomado de Rodicio y Mendoza, 2009). 

 

Como se describió previamente, para asegurar que una cepa pueda ser 

considerada como probiótico es necesario que cumpla con ciertos requisitos. Para ello, 

cada potencial probiótico es sometido a una serie de pruebas in vitro, incluyendo la 

determinación de resistencia a antibióticos, evaluación de determinadas actividades 

metabólicas, producción de toxinas, actividad hemolítica, efectos secundarios durante 

el estudio en humanos, entre otras (WHO/FAO, 2002). En esta tesis, el objetivo es incluir 

los probióticos en un alimento destinado a las abejas, con lo cual, las pruebas realizadas 

se seleccionaron de acuerdo al metabolismo de estos insectos y su ambiente. Las 

mismas incluyen: tolerancia a acidez y altas concentraciones de NaCl, crecimiento a 

diferentes temperaturas, tolerancia osmótica, cinética de crecimiento, fermentación de 

carbohidratos y supervivencia posterior a la liofilización. Uno de los requisitos más 

importantes para el uso de probióticos es que puedan sobrevivir al almacenamiento del 

alimento, así como al proceso de producción. La liofilización es un método de 

preservación de microorganismos muy utilizado. Consiste en un proceso de desecación 

en el que se elimina el agua contenida en la muestra por congelación y posterior 

sublimación del hielo en condiciones de vacío (Barbour y Priest, 1986). No todos los 

microorganismos pueden soportar estas condiciones, lo cual es dependiente de cada 

cepa. Es una técnica de conservación a largo plazo; el período máximo de 
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almacenamiento oscila entre los seis meses a dos años, aproximadamente (Bolla, 

2011).  

Las bacterias probióticas producen una gran variedad de sustancias 

antimicrobianas (Figura 4.3), tales como el ácido láctico y otros ácidos orgánicos, 

peróxido de hidrógeno, péptidos de bajo peso molecular, ácidos grasos, aminoácidos, 

bacteriocinas, entre otras (Makrasa et al., 2006; Arauz et al., 2009; Razdan et al., 2012). 

Las bacteriocinas son péptidos o proteínas con actividad inhibitoria frente a bacterias 

Gram-positivas únicamente (De Vuyst et al., 1994). Por su parte, los compuestos de 

bajo peso molecular, como el ácido láctico, tienen efectos inhibitorios frente a bacterias 

Gram-negativas patógenas (Alakomi et al., 2000). En general, las cantidades de cada 

compuesto producido por las BAL suelen ser insuficientes para ejercer su actividad 

inhibitoria, por lo que probablemente actúen de manera sinérgica. Es por ello que su 

identificación se dificulta cuando están presentes en matrices complejas (Siedler et al., 

2019). De esta manera, se recurre a distintas metodologías para su estudio.  

Una técnica analítica rápida y confiable para detectar y cuantificar metabolitos 

es la Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de 1H (1H-RMN) (Fuochi et al., 

2019). Es muy útil en el análisis de diferentes matrices como fluidos biológicos, cultivos 

celulares y microbianos (Ammons et al., 2014; Parolin et al., 2018). La 1H-RMN tiene el 

potencial para detectar e identificar un amplio rango de compuestos biológicos de bajo 

peso molecular a bajas concentraciones en sobrenadantes líquidos sin tratar (Abel et 

al., 1999). Además, es una herramienta que permite obtener información sobre la 

estructura, dinámica y las interacciones de los metabolitos biológicos producidos por los 

microorganismos, como las bacterias lácticas (Moradi et al., 2021).  
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Figura 4.3. Descripción general de las vías biosintéticas de algunos compuestos 

biológicos en bacterias del ácido láctico.  

 

En esta tesis, las bacterias del kéfir de agua seleccionadas por su actividad 

inhibitoria frente a patógenos de interés apícola (Capítulo 3), fueron caracterizadas y 

evaluadas a través de distintas pruebas in vitro con el fin de determinar su potencial 

como probiótico para ser incorporadas en el suplemento nutricional destinado a 

alimentar abejas. 

 

Objetivos específicos 

1. Identificar las bacterias obtenidas del kéfir de agua mediante la 

caracterización genotípica. 

2. Evaluar el potencial probiótico de las bacterias aisladas del kéfir a 

través de distintas pruebas in vitro. 

3. Caracterizar e identificar los metabolitos presentes en los 

sobrenadantes bacterianos por Espectroscopía de Resonancia 

Magnética Nuclear de 1H. 
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4.2. Materiales y métodos 

4.2.1. Identificación genotípica de las bacterias seleccionadas 

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas in vitro de actividad 

antimicrobiana frente a los patógenos Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis (Capítulo 

3), se seleccionaron los 10 aislamientos de bacterias con mayor capacidad inhibitoria, 

los cuales fueron identificados genotípicamente como se describe a continuación. 

 

4.2.1.1. Extracción de ADN de bacterias 

Para la extracción de ADN bacteriano, se siguió el siguiente protocolo adaptado 

de Zhou et al. (1996) y de Aislabie et al. (2008). Inicialmente, se prepararon cultivos 

líquidos de cada uno de los aislamientos en caldo MRS y se colocó una alícuota en un 

tubo Eppendorf de 1,5 ml con 500 µl de agua tridestilada estéril. Se centrifugó durante 

cinco min a 13.000 rpm y se eliminó el sobrenadante. Se sometió el precipitado al freezer 

a -70 ºC, durante cinco min y luego se colocó en agua a 100 ºC por otros cinco min. Esta 

operación se repitió tres veces. Luego, se ultracentrifugó el tubo antes de resuspender 

el precipitado en 567 µl de una solución tamponada de extracción TE (10 mM de Tris 

HCl con pH 8 y 1 mM de EDTA), con el agregado de 3 µl de proteinasa K (20 mg ml-1) y 

se incubó durante 1 h a 37 ºC. A continuación, se incorporaron 30 µl de SDS al 30 % v/v 

y se sometió a baño termostatizado a 65 ºC durante 2 h. Finalmente, se ultracentrifugó, 

se recogió el sobrenadante y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 

4.2.1.2. Amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para analizar el ADN bacteriano se amplificó mediante PCR una región de 1.300 

pares de bases del gen del ARNr 16S utilizando los cebadores universales P0 (5′-

GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y P6 (5′-CTACGGCTACCTTGTTACGA) (Picard et 

al., 2000) y los cebadores 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) y 1492R (5′-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) (Chen et al., 2015). Las reacciones de PCR se 

llevaron a cabo en un volumen total de 25 µl conteniendo 1 U ADN Taq polimerasa (PB-

L, Argentina), cebadores 1 μM, buffer 1X, ADN Taq polimerasa (PB-L, Argentina), 1,5 

mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs y el correspondiente templado de ADN. Las reacciones de 

PCR fueron realizadas en un termociclador de ADN (Bio-Rad, USA).  

La amplificación de ADN se llevó a cabo mediante una desnaturalización inicial 

de 2 min a 95 °C seguida de un programa de 30 ciclos que consistió de una 

desnaturalización a 95 °C por 30 s, hibridación de los cebadores a 55 °C por 30 s y 

síntesis de ADN a 72 °C por 2 min y un paso de elongación final a 72 °C por 10 min. Los 
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productos de PCR amplificados fueron secuenciados bidireccionalmente usando el 

servicio de Macrogen, Korea (http://macrogen.com/). Las secuencias obtenidas se 

compararon con la base de datos de nucleótidos del GenBank utilizando el programa 

BLAST (Altschul et al., 1990).  

 

4.2.2. Evaluación de la capacidad probiótica 

Se evaluó el potencial probiótico de los 10 aislamientos de bacterias 

seleccionados mediante las pruebas in vitro que se describen a continuación.  

 

4.2.2.1. Caracterización fisiológica de las bacterias seleccionadas  

Los 10 aislamientos de bacterias fueron caracterizados fisiológicamente al 

evaluar su capacidad de crecimiento a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de 

NaCl (3; 6,5 y 10 %) y temperaturas (10, 25 y 40 °C). Los ensayos se llevaron a cabo 

por triplicado con cultivos de 24 h de crecimiento (D.O equivalente al estándar de 

turbidez de McFarland de 0,5). Estos fueron inoculados en 5 ml de caldo MRS e 

incubados a 37 °C por 24 h para pH y NaCl, y por 48 h para la prueba de temperatura, 

en condiciones de anaerobiosis. Luego, se realizó el recuento de UFC con la técnica de 

drop plate (Herigstad et al., 2001) y se midió la absorbancia a 600 nm en 

espectrofotómetro (Perkin Elmer Lambda 265 PDA-UV-VIS). Cada aislamiento se 

cultivó en MRS con pH 7, sin NaCl, y a 35 °C, como control para cada una de las 

pruebas.  

 

4.2.2.2. Ensayo de tolerancia osmótica 

Se evaluó la capacidad de los microorganismos de sobrevivir en condiciones de 

alta concentración de azúcares: 30, 50 y 70 % p/v. Se obtuvieron cultivos a una 

concentración equivalente al tubo 0,5 de la escala Mc Farland y se inocularon por 

triplicado tubos con 5 ml de caldo MRS enriquecido con las distintas concentraciones de 

jarabe y en tubos sin jarabe (control). Se incubaron a 37 °C en anaerobiosis por 72 h. 

Luego, se determinó el número de UFC de cada cultivo con la técnica de drop plate y 

se midió la absorbancia de las muestras a 600 nm.  

 

4.2.2.3. Cinética de crecimiento 

Se determinó por el método de turbidimetría, utilizando un espectrofotómetro 
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TECAN M1000 (UV/VIS, fluorescencia y luminiscencia) y microplacas de 96 pocillos. 

Con ese fin, para obtener cultivos puros activos se inocularon 0,5 ml de un cultivo de 24 

h en 5 ml de caldo MRS y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se diluyeron (1:20) en 

agua destilada estéril (275 µL ADE y 15 µL cultivo por pocillo). Se midió la D.O inicial a 

600 nm y se ajustó a 0,1. Se realizó la curva de crecimiento de cada aislamiento 

midiendo a 600 nm cada 15 min durante 24 h. Posteriormente, se calculó el tiempo de 

duplicación y la tasa de crecimiento de cada microorganismo con las siguientes 

ecuaciones: 

•Medida del número de generaciones que ocurren por unidad de tiempo en un cultivo 

exponencial (h-1):  

Tasa de crecimiento (µ):  µ = (LN(Abst1) - LN(Abst0)) / 0,25 

•Tiempo que tarda una población en duplicar el número de células (h):  

Tiempo de duplicación (g): g = LN(2) / µ 

 

4.2.2.4. Evaluación de la supervivencia a la liofilización 

Se realizó un conteo de las células viables previo a la liofilización y luego de 48 

h de preservación para determinar la supervivencia tras el proceso. Para ello, se 

obtuvieron colonias puras en medio MRS y se inocularon en un criovial con 1 ml de 

solución lioprotectora de leche descremada en polvo al 10 % p/v. Se homogeneizó 

utilizando vórtex. Luego se llevaron los crioviales al liofilizador (Heto FD1.0). Tras 48 h 

de realizada la liofilización, se adicionaron 2 ml de leche descremada en polvo al 10 % 

p/v a cada criovial. Se dejó reposar 10 min a temperatura ambiente (23 ± 2 °C) para 

lograr una correcta hidratación. Se realizaron diluciones decimales y se sembró por drop 

plate en placas con medio de cultivo. Luego de la incubación, se realizó el recuento de 

UFC (recuento post- liofilización). 

 

4.2.3. Estudio del perfil de fermentación de carbohidratos 

Se llevó a cabo utilizando las Galerías API 50 CH y API 50 CHL (BioMerieux, 

S.A., France). Para ello, se obtuvieron colonias puras de cada bacteria en placas de 

Petri con medio MRS. Se realizó el ensayo siguiendo la metodología propuesta por 

Rondón et al. (2008). Se preparó una suspensión del microorganismo a evaluar a una 

concentración equivalente al tubo 0,5 de la escala Mc Farland y se inoculó cada tubo de 

la tira que contenía un carbohidrato específico. Luego de 24 y 48 h, se leyeron e 

interpretaron los resultados. 
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4.2.4. Caracterización de los metabolitos presentes en los sobrenadantes 

microbianos por Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear  

Para determinar la naturaleza de los compuestos presentes en los SLC, se 

obtuvieron cultivos líquidos puros de 24 h de cada aislamiento. Se centrifugaron a 

15.000 rpm por 10 min a 4 °C y se filtraron utilizando un filtro de 0,22 µm (Sartorius). 

Los sobrenadantes se transfirieron (540 μl) a un criovial estéril y se diluyeron con una 

solución estándar de 5 mM DSS-d6 (Chenomx Inc., Edmonton Canada, IS-2 Chenomx 

Internal Standard—DSS-d6) y azida de sodio (0,1 % p/v) en óxido de deuterio (D2O) (99 

% v/v). Las muestras se homogeneizaron y se mantuvieron a -20 °C hasta su posterior 

análisis (Ganobis et al., 2020).  

Las muestras se analizaron por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) durante 

una pasantía realizada en el año 2023 en el NMR Centre, perteneciente a The Advanced 

Analysis Centre (AAC) en la Universidad de Guelph, (Ontario, Canadá). Para ello, se 

transfirieron a tubos RMN de 5 mm (535-PP-7, Wilmad, Wineland, USA) y se 

escanearon en un espectrofotómetro Bruker Avance 600 MHz NMR (NMR Centre, AAC, 

University of Guelph, Guelph, ON, Canadá) de acuerdo a Ganobis et al. (2020). 

Brevemente, los espectros se obtuvieron a través del primer incremento de una 

secuencia de pulso 1D 1H NOESY (tmix = 100 ms, tiempo de adquisición = 4 s, tiempo 

de relajación = 1 s, ancho del espectro = 12 ppm). El pH de las muestras se estimó 

usando tiras colorimétricas (GE Whatman, Mississauga, Canadá) después de la 

exploración de RMN. Se utilizó Chenomx NMR Suite 9.0 (Chenomx Inc., Canadá) para 

analizar los espectros e identificar los metabolitos de interés. Las correcciones de fase 

y línea de base se realizaron manualmente, mientras que los demás ajustes de los 

espectros se realizaron a través de pasos predeterminados de procesamiento 

automático. Los metabolitos se identificaron por comparación con perfiles espectrales 

conocidos en la librería Chenomx 600 MHz Reference Library. La cuantificación de los 

metabolitos se estimó a partir del área de la señal proyectada utilizando una 

concentración conocida de DSS como patrón interno.  

 

4.2.5. Análisis estadístico 

Se utilizó el software SPSS versión 26. La variable UFC fue transformada con 

logaritmo. Se analizó la capacidad de crecimiento de las bacterias individualmente para 

cada una de las condiciones estudiadas. Para ello se comparó cada bacteria con 

respecto a su control a las 24/72 h, según la prueba. Se controló el supuesto de 

homocedasticidad mediante el test de varianzas de Brown–Forsythe y el test de Levene 
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y luego se realizó un ANOVA simple o, de lo contrario, ANOVA de Brown-Forsythe, 

seguido de pruebas t2 de Tamhane (Tamhane, 1979).  

Para la caracterización de metabolitos en los SLC por RMN, se realizó el análisis 

de componentes principales con el software SPSS. 

 

4.3. Resultados  

4.3.1. Identificación genotípica de las bacterias seleccionadas 

En la Tabla 4.1 se presentan los resultados del análisis molecular del gen 

ARNr 16S para la identificación de las 10 cepas de bacterias aisladas del kéfir de 

agua que presentaron mayor inhibición frente a los patógenos P. larvae y A. apis.  
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Tabla 4.1. Identificación genotípica de las 10 cepas bacterianas aisladas del kéfir de 

agua y seleccionadas por su actividad antimicrobiana sobre Paenibacillus larvae y 

Ascosphaera apis. 

 

  

CEPA IDENTIFICACIÓN DE LA ESPECIE DE 

MAYOR COINCIDENCIA / NÚMERO DE 

ACCESO AL GENBANK 

SIMILITUD 

(%) 

B1 Lentilactobacillus hilgardii LMG 07934/ 

CP050262.1 

71,50 

B2 Lacticaseibacillus paracasei HX-3/ 

MG590101.1 

94,16 

B3 Lacticaseibacillus paracasei 

HBUAS58133/ ON209926.1 

70,56 

B5 Lacticaseibacillus paracasei 2.90.10/ 

MK611444.1 

92,45 

B7 Lacticaseibacillus casei NM30-1/ 

HM218157.1 

89,51 

B12 Lentilactobacillus hilgardii NWAFU1474/ 

MG551139.1 

96,13 

b3 Lacticaseibacillus paracasei KCKM 1014/ 

OR435842.1 

87,85 

S1 Liquorilactobacillus satsumensis SM38/ 

KU060283.1 

86,72 

S6 Lacticaseibacillus paracasei 2738/ 

MT611749.1 

99,68 

S8 Lacticaseibacillus paracasei 

HBUAS66981/ ON795864.1 

97,85 
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4.3.2. Evaluación de la capacidad probiótica 

4.3.2.1. Tolerancia a pH ácido 

El crecimiento de cada cepa individual se analizó estadísticamente a cada pH (3, 

5, 6, control 7) luego de 24 h (Figura 4.4). Se detectaron diferencias significativas en el 

número de UFC según el pH del medio (Brown-Forsythe; Tabla 4.2), con excepción de 

S6. Los pH 5 y 6 favorecieron el crecimiento de las cepas, mientras que las incubaciones 

de las cepas a pH 3 y 7 disminuyeron el número de UFC luego de 24 h. No se obtuvieron 

resultados concluyentes para el caso de las cepas S1 y B3 por pérdida de repeticiones 

y, por lo tanto, no se incluyeron en la Tabla 4.2.  

 

 

Figura 4.4. Tolerancia de las 10 cepas bacterianas a diferentes pH (3, 5, 6). Los 

resultados están expresados como la media del log de UFC a las 24 h para cada valor 

de pH (control pH 7). 
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Tabla 4.2. Comparación del efecto del pH sobre las cepas de bacterias estudiadas a las 

24 h.  

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

- ANOVA de Brown-Forsythe no encontró diferencias estadísticamente significativas. 

 

4.3.2.2. Resistencia a altas concentraciones de NaCl 

Se evaluó el comportamiento de las bacterias en cada concentración de NaCl 

(control 0 %, 3 %, 6,5 %, 10 % p/v) luego de 24 h. En general, se observó una misma 

tendencia en todas las cepas en estudio (con distinta intensidad): disminuyó su 

crecimiento a medida que aumentó la salinidad (Figura 4.5). Se encontraron diferencias 

significativas entre las cepas para todos los tratamientos (ANOVA, p<0,05). B5 no 

sobrevivió a las concentraciones 6,5 % y 10 % mientras que S8 no toleró un 10 % de 

NaCl (Tabla 4.3).  

 

 

 

 

 

 

BACTERIA pH BROWN-FORSYTHE 

(SIG) 
3 5 6 7 

(Control) 

B1 b* b b a <0,01 

B5 a a b a <0,01 

b3 a ab b a <0,01 

B7 a b c abc 0,02 

S6 - - - - 0,85 

B12 b b b a <0,01 

S8 a b b ab <0,01 

B2 b c c a <0,01 
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Figura 4.5. Resistencia de las 10 cepas bacterianas a diferentes concentraciones 

salinas (3 %, 6,5 %, 10 %). Los resultados están expresados como la media del log de 

UFC a las 24 h para cada concentración de NaCl (control 0 %). 

 

Tabla 4.3. Comparación del efecto de la concentración de NaCl sobre las cepas de 

bacterias estudiadas a las 24 h.  

BACTERIA [NaCl] BROWN-FORSYTHE 

(SIG.) 
0% 3% 6,50% 10% 

B1 b* b a a <0,01 

B5 a b ─ ─ <0,01 

b3 b c ab a <0,01 

B7 c bc a ab <0,01 

S6 abc c b a <0,05 

S1 ab b a a <0,01 

B12 b a a a <0,01 

B3 c c b a <0,01 

S8 b b a ─ <0,01 

B2 a a a a <0,01 
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*  Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

─ No sobrevivió 

 

4.3.2.3. Crecimiento a diferentes temperaturas 

Se comparó el crecimiento de las bacterias luego de 72 h a las temperaturas 10 

°C, 25 °C, 40 °C y control a 35 °C (Figura 4.6). Todas las cepas presentaron un 

comportamiento general similar respecto a las distintas temperaturas evaluadas: mayor 

crecimiento a 25 °C respecto de 10 °C. Sin embargo, a 35 °C hubo un descenso en el 

crecimiento (Tabla 4.4). No se obtuvieron resultados concluyentes para el caso de las 

cepas B5 y B12 por pérdida de repeticiones. A 40 °C, sólo sobrevivieron tres bacterias, 

alcanzando un log de UFC/ml de 9,37; 8,96 y 9,41 para S1, B12 y B3, respectivamente.  

 

Figura 4.6. Crecimiento de las 10 cepas bacterianas a diferentes temperaturas (10 °C, 

25 °C, 40 °C). Los resultados están expresados como la media del log de UFC a las 72 

h para cada temperatura (control 35 °C). 
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Tabla 4.4. Comparación del efecto de la temperatura sobre las cepas de bacterias 

estudiadas a las 72 h.  

*Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

 

4.3.2.4. Tolerancia osmótica 

Se evaluó el control (0 % p/v) y el efecto de tres concentraciones distintas de 

jarabe (30 %, 50 %, 70 % p/v) a las 72 h sobre las bacterias. En el caso de S6 (p=0,187), 

S8 (p=0,061) y B2 (p=0,221) no se observaron diferencias significativas por el agregado 

de jarabe. En general, se registró un aumento en el crecimiento con concentraciones de 

30 %. Este se mantuvo a 50 % y luego disminuyó al aumentar la concentración a 70 % 

(Figura 4.7). Si bien la prueba de Brown-Forsythe encontró diferencias entre los 

tratamientos en B5, S1 y B3, la prueba de a pares de Tamhane, por ser más 

conservadora, no encontró tales diferencias. Por lo tanto, se realizó la prueba DMS, la 

cual es otra prueba de a pares un poco menos conservadora para rastrear posibles 

diferencias (Tabla 4.5). No se obtuvieron resultados concluyentes para el caso del 

control de la cepa B5 por pérdida de repeticiones. 

  

BACTERIA TEMPERATURA BROWN-FORSYTHE (SIG) 

10°C 25°C 35°C 

(Control) 

B1 a* b a <0,01 

b3 a c b <0,01 

B7 a c b <0,01 

S6 a b a <0,05 

S1 a b b <0,01 

B3 a c b <0,01 

S8 a b b <0,01 

B2 a c b <0,01 
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Figura 4.7. Tolerancia de las 10 cepas bacterianas a diferentes concentraciones de 

jarabe (30 %, 50 %, 70 %). Los resultados están expresados como la media del log de 

UFC a las 72 h para cada concentración (control 0 %). 

 

Tabla 4.5. Comparación del efecto de la concentración de jarabe sobre las cepas de 

bacterias estudiadas a las 72 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BACTERIA JARABE (%) 

0 (Control) 30 50 70 

B1 a c bc b 

B5 
 

b ab a 

b3 a b b ab 

B7 a b b b 

S6 - - - - 

S1 b b a a 

B12 bc c b a 

B3 a b b a 

S8 - - - - 

B2 - - - - 
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* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

- ANOVA de Brown-Forsythe no encontró diferencias estadísticamente significativas. 

 

4.3.2.5. Cinética de crecimiento 

Se evaluó la cinética de crecimiento de las bacterias en condiciones normales 

(pH 7, temperatura 35 °C, sin agregado de NaCl ni de jarabe) durante 24 h. Todas las 

cepas presentaron la curva de crecimiento característica de un microorganismo: fase de 

latencia, fase exponencial, estacionaria y fase de muerte (Figura 4.8). A partir del 

análisis de la fase exponencial de crecimiento se calculó la tasa de crecimiento y el 

tiempo de duplicación para cada bacteria. El tiempo de duplicación varió entre un 

mínimo de 1,86 h a un máximo de 2,56 h y la tasa de crecimiento entre 0,28 h-1 y 0,37 

h-1 (Tabla 4.6).  

 

 

Figura 4.8. Curva de crecimiento de las 10 cepas de bacterias aisladas de kéfir. Se 

observa una fase inicial de latencia seguida de una fase exponencial, fase estacionaria 

y fase de muerte. 
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Tabla 4.6. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicación de las 10 cepas bacterianas 

aisladas del kéfir de agua.  

 
 
 
4.3.2.6. Supervivencia posterior a la liofilización 

Luego de la liofilización, si bien hubo una marcada disminución en el crecimiento 

de las bacterias, todas ellas sobrevivieron al proceso, con una reducción en el logaritmo 

de UFC que varió ampliamente, desde 0,14 hasta 2,24 (Tabla 4.7). Los recuentos de 

UFC se realizaron por la técnica de drop plate. 

  

 BACTERIA 

B1 B5 b3 B7 S6 S1 B12 B3 S8 B2 

Tasa de 

crecimiento 

(h-1) 

0,33 0,29 0,33 0,35 0,32 0,31 0,37 0,28 0,32 0,32 

Tiempo de 

duplicación 

(h) 

2,10 2,18 2,06 1,95 2,14 2,18 1,87 2,56 2,18 2,10 
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Tabla 4.7. Supervivencia al proceso de liofilización de las 10 cepas bacterianas aisladas 

de kéfir de agua.  

+ Cada dato es el promedio de tres repeticiones ± desvío estándar. 

* Los valores de la columna ‘Log UFC/ml después de liofilización’ se obtuvieron luego 

de la rehidratación hasta su volumen original. 

 

4.3.3. Estudio del perfil de utilización de carbohidratos  

Se determinó el perfil bioquímico de las bacterias basado en las pruebas de 

utilización de carbohidratos (Tabla 4.8). Todas las cepas, excepto S6 (que no pudo 

utilizar dulcitol), utilizaron ribosa, galactosa, glucosa, fructosa, manosa, sorbosa, 

dulcitol, manitol, sorbitol, N-acetil-glucosamina, amigdalina, arbutina, esculina, salicina, 

celobiosa, maltosa, sacarosa, trehalosa, melecitosa, turanosa, tagatosa y gluconato. 

Las cepas B1, B3 y B12 no fermentaron L-arabinosa, L-ramnosa, lactosa ni melobiosa. 

Mientras que B12, S1 y S6 no fermentaron L-sorbosa; B1 y B12 no fermentaron D-

manosidasa y B12 y S6 no fermentaron D-turanosa (Figura 4.9). 

 

 

 

BACTERIA 
Log UFC/ml antes 

de liofilización 

Log UFC/ml después 

de liofilización 

Reducción del 

Log UFC/ml 

B1 7,40 ± 0,05 + 6,69 ± 0,06 * 0,70 

B5 7,83 ± 0,06 7,70 ± 0,13 0,14 

b3 8,28 ± 0,04 7,96 ± 0,07 0,32 

B7 8,10 ± 0,08 7,78 ± 0,02 0,32 

S6 7,66 ± 0,10 7,05 ± 0,12 0,62 

S1 6,12 ± 0,09 4,48 ± 0,00 1,65 

B12 8,73 ± 0,10 8,45 ± 0,05 0,27 

B3 6,32 ± 0,04 4,08 ± 0,04 2,24 

S8 7,88 ± 0,10 7,30 ± 0,03 0,58 

B2 8,85 ± 0,07 8,29 ± 0,12 0,56 
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Tabla 4.8. Perfiles de fermentación de carbohidratos de las 10 bacterias seleccionadas 

utilizando las Galerías API 50 CH y API 50 CHL. 

 

Carbohidrato B1 B2 B3 B5 B7 B12 b3 S1 S6 S8 

           

- CONTROL - - - - - - - - - - 

1 GLICEROL - - - - - - - - - - 

2 ERITROL - - - - - - - - - - 

3 D-ARABINOSA - - - - - - - - - - 

4 L-ARABINOSA - + - + + - + + + + 

5 RIBOSA + + + + + + + + + + 

6 D-XILOSA - - - - - - - - - - 

7 L-XILOSA - - - - - - - - - - 

8 D-ADONITOL - - - - - - - - - - 

9 METIL BETA-D-

XILOPIRANOSIDA 

- - - - - - - - - - 

10 GALACTOSA + + + + + + + + + + 

11 GLUCOSA + + + + + + + + + + 

12 FRUCTOSA + + + + + + + + + + 

13 D-MANNOSA + + + + + + + + + + 

14 L-SORBOSA + + + + + - + - - + 

15 L-RAMNOSA - + - + + - + + + + 

16 DULCITOL + + + + + + + + - + 

17 INOSITOL - - - - - - - - - - 

18 MANITOL + + + + + + + + + + 

19 SORBITOL + + + + + + + + + + 

20 METIL ALFA-D-

MANOPIRANOSIDA 

- + + + + - + + + + 
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21 METIL ALFA-D-

GLUCOPIRANOSIDA 

- - - - - + - - + - 

22 N-

ACETILGLUCOSAMINA 

+ + + + + + + + + + 

23 AMIGDALINA + + + + + + + + + + 

24 ARBUTINA + + + + + + + + + + 

25 ESCULINA + + + + + + + + + + 

26 SALICINA + + - + + + + + + + 

27 CELIBIOSA + + - + + + + + + + 

28 MALTOSA + + + + + + + + + + 

29 LACTOSA - + - + + - + + + + 

30 MELIBIOSA - + - + + - + + + + 

31 SACAROSA + + + + + + + + + + 

32 TREALOSA + + + + + + + + + + 

33 INULINA - - - - - - - - - - 

34 MELECITOSA + + + + + + + + + + 

35 RAFINOSA - - - - - - - - - - 

36 ALMIDON - - - - - - - - - - 

37 GLICÓGENO - - - - - - - - - - 

38 XILITOL - - - - - - - - - - 

39 GENTIOBIOSA + + + + + + + + + + 

40 TURANOSA + + + + + - + + - + 

41 LIXOSA - - - - - - - - - - 

42 TAGATOSA + + + + + + + + + + 

43 D-FUCOSA - - - - - - - - - - 

44 L-FUCOSA - - - - - - - - - - 

45 D-ARABITOL - - - - - - - - - - 

46 L-ARABITOL - - - - - - - - - - 
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47 GLUCONATO DE 

POTASIO 

+ + + + + + + + + + 

48 KETOGLUCONATO 

2 DE POTASIO 

- - - - - - - - - - 

49 KETOGLUCONATO 

5 DE POTASIO 

- - - - - - - - - - 

Reacción positiva (+); Reacción negativa (-)  

 

 

 

Figura 4.9. Estudio del perfil de fermentación de carbohidratos con Galerías API 50 CH 

y API 50 CHL (BioMerieux, S.A., France) en las 10 cepas bacterianas aisladas de kéfir 

de agua. 

 

4.3.4. Caracterización de los metabolitos presentes en los sobrenadantes 

microbianos por Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear  

Se llevó a cabo el análisis metabolómico de los SLC de las 10 cepas de bacterias 

mediante RMN (Figura 4.10). Los resultados revelaron un total de 250 compuestos 

diferentes, incluyendo metabolitos antimicrobianos como acetato, acetoína, etanol, 

lactato, N-carbamoil-beta-alanina, fenilglicina, fenilalanina, arginina, aspartato y ácido 
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ascórbico. De todos los compuestos encontrados, acetato fue el más abundante, con 

una concentración de 54,97 mM.  

De acuerdo con el análisis de componentes principales, los compuestos arginina, 

ascorbato y aspartato estuvieron altamente correlacionados. La cepa S8 fue la única 

que presentó estos tres metabolitos, diferenciándose del resto de las bacterias. La cepa 

B7 mostró un alto contenido de acetoína; finalmente, en las cepas B12, B2 y S6 se 

detectaron los compuestos N-carbamoil-beta-alanina y fenilalananina, ambos muy 

correlacionados (Figura 4.11).  
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Figura 4.10. Espectros de los sobrenadantes libres de células de las bacterias estudiadas obtenidos a través de la Espectroscopía de Resonancia 

Magnética Nuclear. 
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Figura 4.11. Análisis de componentes principales (CP1=50,2 %, CP2=24,9 %) de los 

metabolitos antimicrobianos identificados por RMN en los sobrenadantes de las 10 

bacterias con potencial probiótico aisladas de kéfir de agua.  

 

4.4. Discusión 

Para seleccionar los cultivos bacterianos potencialmente probióticos se debe 

evaluar su supervivencia frente a distintos factores de estrés con el fin de determinar si 

son capaces de resistir condiciones adversas y, por lo tanto, se pueden considerar 

buenos candidatos para ser utilizados como probióticos en suplementos alimenticios 

(Tuomola et al., 2001). En este capítulo de tesis se estudiaron las 10 bacterias aisladas 

de kéfir de agua y seleccionadas por su capacidad antimicrobiana frente a patógenos 

de larvas de abejas (Capítulo 3) con el fin de determinar si eran capaces de sobrevivir 

bajo las condiciones propias de las abejas melíferas y de las colmenas. Los aislamientos 

se caracterizaron genéticamente por análisis del gen ARNr 16S y fisiológicamente a 

través de pruebas in vitro de tolerancia a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de 

NaCl (3; 6,5 y 10 %), temperaturas (10, 25 y 40 °C) y altas concentraciones de azúcar 

(30, 50 y 70 %). 

De acuerdo al análisis del gen ARNr 16S, las bacterias aisladas del kéfir de agua 

fueron identificadas como Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei. 



 

85 

 

Liquorilactobacillus satsumensis y Lentilactobacillus hilgardii. El género Lactobacillus ha 

sido recientemente reclasificado en 25 géneros (Zheng et al., 2020), por lo que los 

nombres corresponden a los que anteriormente eran Lactobacillus casei, L. paracasei, 

L. satsumensis y L. hilgardii, respectivamente. Estas especies han sido previamente 

reportadas en el kéfir (Gulitz et al., 2012; Arrieta-Echeverry et al., 2023; Oviedo-León et 

al., 2024). Wulansari et al. (2022) estudiaron la incorporación de Lacticaseibacillus casei 

junto con leche de avena en la producción de kéfir y encontraron que mejoró la calidad 

y las características sensoriales del producto. En el mismo sentido, Karaffová et al. 

(2021) investigaron la cepa probiótica Lacticaseibacillus paracasei Ž2 aislada de 

gránulos de kéfir sobre la respuesta inmune de ratones y encontraron que esta cepa 

estimuló su inmunidad intestinal local. En cuanto a Liquorilactobacillus satsumensis, ha 

sido identificada entre las bacterias lácticas presentes en el kéfir de agua (de Almeida 

et al., 2022). Ha sido estudiada tanto por su potencial probiótico como prebiótico 

(Oviedo-León et al., 2024). Finalmente, la especie Lentilactobacillus hilgardii se ha 

reportado como una de las tres especies principales de bacterias lácticas que 

contribuyen a la fermentación del kéfir de agua (Gamba et al., 2021). 

La resistencia de los cultivos bacterianos a bajos valores de pH es un factor 

importante para tener en cuenta ya que aquellos microorganismos que son tolerantes a 

la acidez tienen mayores probabilidades de sobrevivir al tracto gastrointestinal y llegar 

al intestino en un número adecuado para lograr su colonización (Sica, 2013). El pH 

gástrico de la abeja melífera decrece hacia la región posterior del tubo digestivo, con 

valores de 6 (ventrículo anterior), 5,7 (ventrículo medio) y 5,6 (ventrículo posterior) 

(Terra y Ferreira, 1994). Las 10 cepas bacterianas sobrevivieron a los pH ácidos a los 

que fueron sometidas, presentando el menor crecimiento a pH 3. A valores de 5 y 6, las 

bacterias lograron un mayor crecimiento. De manera similar, Plessas et al. (2020) 

evaluaron las propiedades de 10 bacterias lácticas aisladas de gránulos de kéfir. A pH 

4, todas las cepas tuvieron las mayores tasas de supervivencia, pero presentaron una 

significativa reducción en la viabilidad a pH 2.  

La supervivencia de las bacterias a altas concentraciones de NaCl se evaluó 

como otro indicador de la capacidad de estas a tolerar condiciones adversas. En 

términos generales, todas las cepas sobrevivieron a una concentración de 3 % NaCl, 

pero su crecimiento disminuyó a medida que aumentó la salinidad, y algunas no 

sobrevivieron a 10 % NaCl. Resultados similares fueron reportados por Rahman et al. 

(2015) quienes caracterizaron dos especies de Lactobacillus y de Bifidocterium. Las 

bacterias presentaron un buen crecimiento a 1 – 7 % NaCl, un crecimiento moderado a 

8 – 9 % y no pudieron crecer a 10 % NaCl.  

javascript:void(0)
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El crecimiento de las bacterias a distintas temperaturas fue evaluado ya que el 

objetivo es incorporar el probiótico en el alimento que se coloca en la colmena, y, por lo 

tanto, estará expuesto a las condiciones ambientales donde se localice el apiario. Las 

abejas son poiquilotermas, por lo cual, la temperatura es un factor muy importante en 

todas las actividades que realizan. Su temperatura corporal cambia de acuerdo con la 

del ambiente, y, para sobrevivir, pueden adaptarse en un rango muy amplio que oscila 

entre 0 y 40 °C (Crane, 1990). Sin embargo, la temperatura ambiental óptima para 

realizar sus actividades está entre los 21 y 35 °C. Temperaturas inferiores ralentizan el 

metabolismo, mientras que temperaturas más elevadas aumentan la tasa respiratoria y 

aceleran el metabolismo. Una tasa metabólica alta aumenta el consumo de energía y 

acelera el envejecimiento fisiológico. Para mantener una temperatura adecuada en la 

colmena, las abejas se agrupan y ventilan, según las necesidades (Genç y Genç, 2019). 

En esta tesis, las bacterias estudiadas presentaron un menor crecimiento a 10 °C y la 

mayoría de las cepas no sobrevivió a 40 °C. Por las razones expuestas previamente, 

esto no sería una limitación ya que, una vez dentro de la colmena, las abejas 

mantendrán la temperatura estable, oscilando entre los 34 y 35 °C, temperatura a la que 

las bacterias pudieron crecer adecuadamente.  

La tolerancia osmótica de las bacterias se evaluó debido a que el probiótico 

seleccionado podría ser incorporado en la colmena junto con el jarabe con el que 

suplementan las colonias muchos apicultores. Los sustitutos de miel recomendados 

para la alimentación de las colmenas son el jarabe de maíz de alta fructosa (JMAF) y el 

jarabe de sacarosa. El JMAF posee una composición de sólidos de 55 % fructosa, 41 % 

glucosa y 4 % de otros azúcares/polisacáridos. Por su parte, el jarabe de sacarosa se 

prepara en la proporción de 2 kg de azúcar por cada litro de agua (2:1) y contiene 66 % 

de azúcar (Moja et al., 2022). El crecimiento de las cepas bacterianas aumentó con 

concentraciones de 30 y 50 % de jarabe, y luego disminuyó al alcanzar la concentración 

de 70 %. La buena tolerancia a altas concentraciones de azúcar es una gran ventaja ya 

que demuestra que las bacterias evaluadas pueden sobrevivir en el jarabe que suele 

ser utilizado para alimentar a las abejas.  

Un requisito importante al seleccionar una cepa probiótica es su capacidad para 

crecer adecuadamente, alcanzar un número viable al llegar al intestino y, así, 

colonizarlo. Los valores obtenidos durante la fase exponencial de crecimiento 

demuestran que las 10 cepas de bacterias pudieron crecer en el medio MRS, con niveles 

de crecimiento buenos para la obtención de inóculos destinados a la producción de un 

suplemento probiótico (Salazar Alzate et al., 2005). Un recuento de 1x106 UFC/g es la 

mínima concentración de probióticos en el intestino necesaria para lograr un efecto en 
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animales (Minelli y Benini, 2008). El tiempo de duplicación y la tasa de crecimiento de 

las cepas fueron variables y mayores a los observados para bacterias lácticas por otros 

autores. Por ejemplo, Jurado-Gámez y Gúzman-Insuasty (2015) reportaron un tiempo 

de duplicación de 33 min para Lactobacillus lactis, presentando así un nivel de 

crecimiento que le permitiría competir con bacterias patógenas en el intestino. Por su 

parte, Sharma et al. (2021) reportaron tasas de crecimiento entre 0,14 y 0,17 para L. 

plantarum, valores obtenidos a través de la utilización de modelos cinéticos.  

Una vez obtenido el probiótico es necesario conservarlo adecuadamente para 

poder ser comercializado fácilmente. Es fundamental que durante la preservación por 

largos períodos de tiempo se mantengan inalteradas sus propiedades tecnológicas y 

probióticas (Bolla, 2011). Existen diferentes metodologías para la conservación de 

microorganismos, tales como el secado por calor, secado en frío o liofilización 

(Golowczyc et al., 2009). El proceso de liofilización tiene como desventaja que puede 

atenuar o matar las células bacterianas. Es por lo que, durante el procedimiento, se 

incorporan estabilizadores que protegen a las células, tales como polisacáridos, inulina, 

quitosano, leche descremada, pectina, entre otros aditivos (Yang et al., 2006). En esta 

tesis, el número de UFC de las cepas bacterianas fue menor comparado con el recuento 

inicial, antes de ser sometidas a la liofilización. Sin embargo, todas las bacterias 

sobrevivieron a este proceso, con un porcentaje de supervivencia que varió 

ampliamente. Esta fluctuación se debe en parte a los agentes crioprotectores utilizados. 

Yang et al. (2006) también utilizaron leche en polvo como aditivo a distintas 

concentraciones (0, 2, 5 y 10 %). Sus resultados mostraron que la leche descremada 

impidió la muerte celular de las dos especies de BAL estudiadas, y tuvo el mejor efecto 

a la concentración de 10 %. Otros factores que afectan la supervivencia de los 

microorganismos incluyen las condiciones de crecimiento, el tipo de cultivo, el 

procesamiento y las condiciones de rehidratación (To y Etzel, 1997). 

Se llevó a cabo el estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en las 

cepas bacterianas. El perfil bioquímico obtenido para cada una de ellas fue comparado 

con el de Lactobacillus paracasei ssp paracasei, con el fin de corroborar que las cepas 

seleccionadas pertenecieran al grupo de las bacterias lácticas. De acuerdo con los 

resultados observados, los cultivos bacterianos presentaron propiedades bioquímicas 

típicas del género Lactobacillus. Las bacterias pertenecientes a este género, como se 

describió previamente, son las más utilizadas para la obtención de suplementos con 

propiedades probióticas, pudiendo ser incorporadas en forma individual o en 

combinación con otros microorganismos (Salminen et al., 1993). 

Una gran cantidad de compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias 
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lácticas han sido identificados y caracterizados en numerosos estudios debido a su 

potencial para inhibir microorganismos indeseados. Dichos compuestos son muy 

variables, desde ácidos orgánicos de estructura simple y productos primarios del 

metabolismo, hasta compuestos complejos y péptidos de gran tamaño. Los principales 

compuestos antimicrobianos producidos por las BAL son el ácido láctico y el ácido 

acético, los cuales pueden actuar en forma sinérgica (Narendranath et al., 2001). 

Existen, además, otros productos del metabolismo que pueden contribuir con su 

capacidad antimicrobiana, pero suelen ser difíciles de cuantificar (Arena et al., 2016; 

Siedler et al., 2019). A través de la Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear 

de 1H fue posible analizar los sobrenadantes completos y detectar un amplio rango de 

sustratos del medio y metabolitos excretados por las bacterias. Una vez caracterizados 

estos compuestos, se identificaron aquellos relacionados con su actividad 

antimicrobiana.  

Los compuestos lactato y acetato fueron detectados en todos los sobrenadantes 

bacterianos evaluados. Estos ácidos orgánicos son los principales compuestos 

antimicrobianos producidos por las bacterias lácticas y han sido reportados como 

responsables de inhibir el crecimiento de distintos microorganismos patógenos (George-

Okafor et al., 2020). Por ejemplo, Maggi et al. (2013) estudiaron el efecto de ácidos 

orgánicos (láctico y acético) producidos por BAL sobre el desarrollo de colonias de 

abejas y para el control de Nosema ceranae. La administración in vitro de ácido láctico 

y acético no tuvo efecto tóxico sobre las abejas y las colonias alimentadas con ácido 

láctico aumentaron su población y el contenido de cuerpos grasos de las abejas. 

Además, los ácidos orgánicos redujeron la intensidad del patógeno luego de la segunda 

aplicación del tratamiento. El etanol fue otro de los compuestos antimicrobianos 

detectados en todos los sobrenadantes bacterianos. Braglia et al. (2021) investigaron el 

potencial para controlar la nosemosis de distintos ingredientes incorporados en la dieta 

de las abejas. Entre ellos analizaron el etanol y encontraron que una concentración de 

4 % de etanol 0,69 M en la dieta fue suficientemente alta para generar estrés celular en 

las abejas, pero no lo suficiente como para causar diferencias en las tasas de mortalidad 

o en el desarrollo de Nosema.  

Entre los metabolitos identificados, N-carbamoil-beta-alanina, fenilglicina y 

fenilalanina, pertenecen al grupo de los aminoácidos. La presencia de estos compuestos 

puede sugerir que sean bacteriocinas las responsables de la actividad antimicrobiana 

de los sobrenadantes evaluados (Fuochi et al., 2019). Se ha reportado un amplio rango 

de bacteriocinas producidas por bacterias. Por ejemplo, Lactobacillus acidophilus 

produce acidofilina, lactocidina y acidolina, mientras que L. plantarum produce lactolina. 
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Las bacteriocinas elaboradas por las bacterias Gram-positivas tienen un espectro de 

acción estrecho y actúan sólo sobre bacterias relacionadas filogenéticamente (Kumar 

Bajaj et al., 2015). Los mecanismos mediados por bacteriocinas por los cuales las 

bacterias provocan la muerte incluyen la destrucción de las células objetivo a través de 

la formación de poros y/o la inhibición de la pared celular (Nielsen et al., 2010; Hassan 

et al., 2012). 

Notablemente, dos compuestos antimicrobianos, arginina y ácido ascórbico, 

fueron detectados únicamente en el sobrenadante de una de las bacterias evaluadas, 

Lacticaseibacillus paracasei (S8). Existen 10 aminoácidos considerados esenciales para 

las abejas. Entre ellos se encuentra la arginina. En la alimentación de las abejas se debe 

asegurar el equilibrio general de aminoácidos esenciales y vitaminas B ya que son los 

nutrientes que regulan el tamaño de las glándulas hipofaríngeas y las señales 

inmunológicas en estos insectos (Hendriksma et al., 2019; Jong et al., 2009; Danihlík et 

al., 2018). En este sentido, Daisley (2021) desarrolló un suplemento con el agregado de 

tres cepas probióticas de lactobacilos y comparó el perfil de aminoácidos en 

suplementos nutricionales, con y sin el agregado de las cepas. El contenido nutricional 

de los suplementos se contrastó con 16 fuentes de polen como puntos de referencia en 

relación a las demandas fisiológicas de las abejas. Sus resultados demostraron un ligero 

aumento de ocho aminoácidos, entre ellos, arginina, en los suplementos probióticos 

comparados con los controles. Por su parte, el ácido ascórbico es un antioxidante capaz 

de eliminar radicales libres (Lugo-Zarate et al., 2021). Esta capacidad puede utilizarse 

como uno de los criterios al seleccionar probióticos entre las bacterias lácticas (Klimbo 

et al., 2021). Los insectos tienen una alta tasa metabólica lo cual genera grandes 

cantidades de radicales libres. Es por ello que poseer un sistema antioxidante eficaz es 

de particular importancia para los insectos (Candy et al., 1997). La vitamina C (ácido 

ascórbico) no se considera esencial para las abejas; sin embargo, suele recomendarse 

su administración, especialmente en dietas artificiales, debido a la falta de estimación 

de la demanda de dicha vitamina en las abejas (Black, 2006). Farjan et al. (2012) 

estudiaron el efecto de la suplementación de la dieta con ácido ascórbico sobre el estado 

antioxidante en la cría de abejas en desarrollo durante la primavera. Encontraron que la 

media de las pérdidas de abejas durante el invierno fue un 33 % menor en las colmenas 

que recibieron la vitamina C. En otro estudio, se demostró que la suplementación con 

vitamina C en la dieta de las abejas redujo moderadamente la infestación con Varroa 

destructor y podría mejorar el estado general de las colmenas (Łopieńska-Biernat et al., 

2019).  

Los compuestos detectados en los sobrenadantes de las 10 bacterias 
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evaluadas les confieren una ventaja competitiva dentro del complejo ambiente 

microbiano como consecuencia de la actividad antimicrobiana asociada a su 

producción, fundamental para inhibir el crecimiento de patógenos en el tracto intestinal. 

Este es uno de los principales requisitos que debe cumplir un microorganismo probiótico. 

En base a ello y a los resultados de supervivencia frente a las pruebas de estrés a las 

que fueron sometidas las bacterias, se seleccionaron tres cepas (B2, b3 y S6) con 

potencial para ser utilizadas como probióticos en el suplemento nutricional destinado a 

la alimentación de las abejas (Capítulo 6).  

 

Conclusiones 

• A partir del análisis del gen ARNr 16S, los aislamientos de bacterias 

fueron identificados como miembros de los géneros Lacticaseibacillus, 

Liquorilactobacillus y Lentilactobacillus. 

• Las 10 cepas de bacterias caracterizadas fisiológicamente 

sobrevivieron a las pruebas in vitro a las que fueron sometidas: 

tolerancia a pH ácido, resistencia a altas concentraciones de NaCl, 

crecimiento a distintas temperaturas y tolerancia a osmolaridad. 

• Las 10 cepas bacterianas presentaron una adecuada cinética de 

crecimiento y supervivencia posterior a la liofilización, propiedades 

importantes para un probiótico.  

• De acuerdo con la determinación de los perfiles de fermentación de 

carbohidratos, las bacterias presentaron propiedades bioquímicas 

típicas del género Lactobacillus. 

• Mediante Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de 1H 

(1H-RMN), en los sobrenadantes libres de células se detectaron 250 

compuestos diferentes producidos por las bacterias. 

• En los sobrenadantes bacterianos se identificaron los compuestos 

antimicrobianos acetato, acetoína, etanol, lactato, N-carbamoil-beta-

alanina, fenilglicina, fenilalanina, arginina y ácido ascórbico. El acetato 

fue el metabolito más abundante presente en los sobrenadantes 

bacterianos.  

• Las cepas bacterianas B2, b3 y S6 fueron seleccionadas como 

potenciales probióticos para ser incorporados al suplemento 

nutricional destinado a las abejas en los ensayos de campo que se 

describirán en el Capítulo 6. 
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Capítulo 5: Identificación y evaluación de las propiedades probióticas de 

levaduras con actividad antimicrobiana 

 

5.1. Introducción 

Las levaduras son hongos que se multiplican generalmente por gemación, en 

forma de agregados sueltos de células independientes que pueden ser globosas, 

ovoides, cilíndricas o alargadas. El crecimiento de las levaduras en medio sólido se 

caracteriza por la formación de colonias de aspecto similar a las colonias bacterianas 

(Figura 5.1). La mayoría de las levaduras utilizan azúcares como principal fuente de 

energía y carbono para su metabolismo a través de la vía glucolítica. En anaerobiosis, 

la glucosa que ingresa a la vía glucolítica permite obtener energía mediante la 

fermentación alcohólica, por acción sucesiva sobre el piruvato de la piruvato-

decarboxilasa y la alcohol-deshidrogenasa, dando como producto etanol. En aerobiosis, 

parte del piruvato es oxidado completamente a CO2 mediante la respiración celular. Sin 

embargo, una parte de la glucosa sigue siendo metabolizada mediante fermentación 

láctica, aún en aerobiosis (Gancedo y Serrano, 1989).  

Las levaduras más estudiadas en el mundo son cepas provenientes de las 

especies Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis y Candida utilis. En el caso 

de S. cerevisiae, su uso más extendido está asociado a la panificación y las industrias 

de fabricación de cerveza, vinos y alcohol. Esta levadura es una de las especies 

considerada como microorganismo GRAS, por lo que ha sido aprobada para su uso 

como aditivo alimentario (Suárez-Machín et al., 2016). 
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Figura 5.1. Fotografía en lupa de colonias de levaduras creciendo en placa con medio 

de cultivo sólido Hongos y Levaduras (Britania, Argentina) a 25 °C.  

 

Para identificar hongos, uno de los métodos empleados es la secuenciación de 

regiones ribosómicas. Las dos regiones más utilizadas son las correspondientes a los 

dominios D1 y D2 ubicados en el extremo 5’ del gen 25S (Kurtzman y Robnett, 1998) y 

la región que comprende los espaciadores transcritos internos y el gen ribosomal 5.8S 

(ITS1-5.8S rADN-ITS2) (Figura 5.2) (James et al., 1997). Al comparar con las 

secuencias depositadas en bases de datos es posible identificar una levadura 

desconocida a nivel taxonómico de especie, cuando el porcentaje de homología de sus 

secuencias es superior o igual a 99 % (Kurtzman y Robnett, 1998).  

 

 

 

 



 

93 

 

 

Figura 5.2. Mapa del gen que codifica para las tres moléculas de rRNA (18S, 5.8S y 

25S) encontradas en el ribosoma de las levaduras. Los rRNAs 5.8S, 18S y 25S están 

flanqueados por dos regiones espaciadoras externas (5’ETS y 3’ETS) y separados por 

dos regiones espaciadoras internas (ITS1 separando 18S de 5.8S e ITS2 separando a 

5.8S de 25S). Hay dos regiones espaciadoras que no se transcriben (NTS). Las letras 

P y T indican la región promotora y terminadora del transcrito policistrónico. (Tomado de 

Espinar Marchena, 2017).  

 

A nivel mundial, el uso de levaduras tiene diversos fines, entre ellos, la 

producción de preparados probióticos (Hill et al., 2014; Marco et al., 2017). La búsqueda 

de microorganismos que puedan ser candidatos a probióticos implica una evaluación 

inicial in vitro de propiedades que pueden dividirse en dos grandes grupos. Por un lado, 

las características funcionales, que incluyen, principalmente, la capacidad de 

supervivencia en el sitio de interés, la actividad antimicrobiana y el efecto en el 

hospedador. Por otro lado, las propiedades tecnológicas implican la producción de gran 

cantidad de biomasa y la resistencia a procesos de conservación, como la liofilización, 

(método explicado previamente en el capítulo 4) (Staniszewski y Kordowska-Wiater, 

2021).  

Las levaduras producen diversas moléculas tales como ácidos orgánicos, 

poliaminas, proteasas y micotoxinas, las cuales actúan como compuestos 

antimicrobianos que destruyen microorganismos patógenos (Figura 5.3) (Shruthi et al., 

2022). La actividad antimicrobiana de las levaduras se atribuye principalmente a la 

producción de etanol. Otros metabolitos como dióxido de carbono, reuterina, diacetilo, 

compuestos proteicos o péptidos de bajo peso molecular también serían responsables 

de su capacidad inhibitoria (Ruggirello et al., 2019). Por otra parte, la actividad 

antagónica puede deberse a la producción de enzimas hidrolíticas y a compuestos 

volátiles tales como acetato, acetato de etilo, acetato de isobutilo, alcohol fenetílico y 2-
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pentanona, entre otros (Nally et al., 2015). Finalmente, existe un gran grupo de 

compuestos antimicrobianos, conocidos como toxinas killer, las cuales tienen un gran 

espectro de actividad frente a muchos microorganismos patógenos. Estas son proteínas 

extracelulares, glicoproteínas o glucolípidos que alteran la membrana celular de 

organismos susceptibles (Muccilli y Restuccia, 2015). 

 

 

Figura 5.3. Representación de la actividad antagónica de levaduras frente a patógenos 

y los principales modos de acción. (Tomado de Shruthi et al., 2022). 

 

En esta tesis, las levaduras aisladas del kéfir de agua, seleccionadas por su 

actividad inhibitoria frente a patógenos de interés apícola (Capítulo 3), fueron 

caracterizadas y evaluadas a través de distintas pruebas in vitro con el fin de determinar 

su potencial como probiótico para ser incorporadas en el suplemento nutricional 

destinado a alimentar abejas. 

 

Objetivos específicos 

1. Identificar las levaduras obtenidas del kéfir de agua mediante 

caracterización genotípica. 
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2. Evaluar el potencial probiótico de las levaduras aisladas del kéfir a través 

de distintas pruebas in vitro. 

3. Caracterizar e identificar los metabolitos presentes en los sobrenadantes 

de las levaduras por Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de 

1H. 

 

5.2. Materiales y Métodos 

5.2.1. Identificación genotípica de las levaduras seleccionadas 

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas in vitro de actividad 

antimicrobiana frente a los patógenos Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis (Capítulo 

3), se seleccionaron los 10 aislamientos de levaduras con mayor capacidad inhibitoria, 

los cuales fueron identificados genotípicamente. 

 

5.2.1.1. Extracción de ADN de levaduras 

Para la obtención del ADN de las levaduras se llevó a cabo el protocolo 

propuesto por Polaina y Adam (1991). Se prepararon cultivos líquidos de cada uno de 

los aislamientos en medio HyL. Se colocó una alícuota de un ml del cultivo en un tubo 

Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugó a 10.000 rpm por 10 min. Luego, se resuspendió en 

100 µl de TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5) conteniendo 3 % SDS. Se 

mantuvo a temperatura ambiente por 15 min, con agitación ocasional. Posteriormente, 

se agregó fenol y 0,5 ml de TE a cada tubo. Luego, se adicionó éter para eliminar el 

fenol residual y se añadió etanol (2,5 volúmenes) para recuperar los ácidos nucleicos. 

Se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 

5.2.1.2. Amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El ADN de las levaduras se analizó empleando los cebadores ITS1 (5´-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) (Avin et 

al., 2014). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25 µl 

conteniendo 1 U ADN Taq polimerasa (PB-L, Argentina), cebadores 1 μM, buffer 1X, 

ADN Taq polimerasa (PB-L, Argentina), 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs y el 

correspondiente templado de ADN. Las reacciones de PCR fueron realizadas en un 

termociclador de ADN (Bio-Rad, USA).  

La amplificación de ADN de levaduras se llevó a cabo según Avin et al. (2014) 



 

96 

 

con modificaciones. Se realizó un paso inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min 

seguido de un programa de 30 ciclos que implicó una desnaturalización a 94 °C por 30 

s, hibridación de los cebadores a 57 °C por 30 s, síntesis de ADN a 72 °C por 45 s y un 

paso de extensión final a 72 °C por 7 min. Los productos de PCR amplificados fueron 

secuenciados bidireccionalmente usando el servicio de Macrogen, Korea 

(http://macrogen.com/). Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos 

de nucleótidos del GenBank utilizando el programa BLAST (Altschul et al., 1990).  

 

5.2.2. Evaluación de la capacidad probiótica 

Los 10 aislamientos de levaduras seleccionados fueron evaluados a través de 

pruebas in vitro para conocer su potencial probiótico. Las mismas se describen a 

continuación. 

  

5.2.2.1. Caracterización fisiológica de las levaduras seleccionadas  

La capacidad de los 10 aislamientos de levaduras de crecer a diferentes pHs (3, 

5 y 6), concentraciones de NaCl (3; 6,5 y 10 %) y temperaturas (10, 35 y 40 °C), se 

evaluó con el fin de caracterizarlas fisiológicamente. Los ensayos se llevaron a cabo por 

triplicado con cultivos inoculados en caldo HyL e incubados a 25 °C por 24 h para pH y 

NaCl, y por 48 h para la prueba de temperatura, en aerobiosis. Luego de ese período, 

se realizó el recuento de UFC por la técnica de drop plate (Herigstad et al., 2001) y se 

midió la absorbancia a 600 nm en espectrofotómetro (Perkin Elmer Lambda 265 PDA-

UV-VIS). Cada aislamiento se cultivó en HyL con pH 7, sin NaCl y a 25 °C, como control 

para cada una de las condiciones estudiadas.  

 

5.2.2.2. Ensayo de tolerancia osmótica 

Se evaluó la capacidad de los microorganismos de sobrevivir en condiciones de 

alta concentración de azúcares: 30, 50 y 70 % p/v. Se inocularon 0,5 ml de cada cultivo 

puro con 108 UFC/ml, por triplicado en tubos con caldo enriquecido con las distintas 

concentraciones de jarabe y en tubos sin jarabe (control). Las muestras se incubaron a 

25 °C en aerobiosis por 72 h. Luego de ese tiempo, se evaluó el número de UFC de 

cada cultivo por la técnica de drop plate y midiendo la absorbancia de las muestras a 

600 nm. 
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5.2.2.3. Cinética de crecimiento 

Se determinó por el método de turbidimetría, utilizando un espectrofotómetro 

TECAN M1000 (UV/VIS, fluorescencia y luminiscencia) y microplacas de 96 pocillos. 

Con ese fin, para obtener cultivos puros activos se inocularon 0,5 ml de un cultivo de 24 

h en 5 ml de medio HyL líquido y se incubaron a 25 °C por 24 h. Se diluyeron (1:20) en 

agua destilada estéril (275 µL ADE y 15 µL cultivo por pocillo). Se midió la D.O inicial a 

600 nm y se ajustó a 0,1. Se realizó la curva de crecimiento de cada cultivo midiendo a 

600 nm cada 15 min durante 24 h. Posteriormente, se calculó el tiempo de duplicación 

y la tasa de crecimiento de cada microorganismo con las siguientes ecuaciones: 

•Medida del número de generaciones que ocurren por unidad de tiempo en un cultivo 

exponencial (h-1):  

Tasa de crecimiento (µ): µ = (LN(Abst1) - LN(Abst0)) / 0,25 

•Tiempo que tarda una población en duplicar el número de células (h):  

Tiempo de duplicación (g): g = LN(2) / µ 

 

5.2.2.4. Evaluación de la supervivencia posterior a la liofilización 

Se realizó un conteo de las células viables previo a la liofilización y luego de 48 

h de preservación para determinar la supervivencia tras el proceso. Para ello, se 

obtuvieron colonias puras en medio HyL y se inocularon en un criovial con 1 ml de 

solución lioprotectora de leche descremada en polvo al 10 % p/v. Se homogeneizó 

utilizando vórtex. Luego, se llevaron los crioviales al liofilizador (Heto FD1.0). Tras 48 h 

de realizada la liofilización, se adicionaron 2 ml de leche descremada en polvo al 10 % 

a cada criovial. Se dejó reposar 10 min a temperatura ambiente (23 ± 2 °C) para lograr 

una correcta hidratación. Se realizaron diluciones decimales y se sembró por drop plate 

en placas con medio de cultivo. Luego de la incubación, se realizó el recuento de UFC 

(recuento post- liofilización). 

 

5.2.3. Caracterización de los metabolitos presentes en los sobrenadantes 

microbianos por Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear  

Para determinar la naturaleza de los compuestos presentes en los SLC, se 

obtuvieron cultivos líquidos puros de 24 h de cada aislamiento. Se centrifugaron a 

15.000 rpm por 10 min a 4 °C y se filtraron utilizando un filtro de 0,22 μm (Sartorius). 

Los sobrenadantes se transfirieron (540 μl) a un criovial estéril y se diluyeron con una 
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solución estándar de 5 mM DSS-d6 (Chenomx Inc., Edmonton Canada, IS-2 Chenomx 

Internal Standard—DSS-d6) y 0,1 % azida de sodio en 99% óxido de deuterio (D2O). 

Las muestras se homogeneizaron y se mantuvieron a -20 °C hasta su posterior análisis 

(Ganobis et al., 2020).  

Las muestras se analizaron por RMN de la misma manera que se procedió con 

los sobrenadantes bacterianos (Capítulo 4).  

 

5.2.4. Análisis estadístico 

El software utilizado, las transformaciones realizadas, así como todos los análisis 

estadísticos practicados fueron los mismos que se describieron previamente para las 

bacterias (Capítulo 4).  

 

5.3. Resultados 

5.3.1. Identificación genotípica de las levaduras seleccionadas 

La Tabla 5.1 presenta los resultados del análisis molecular para la 

identificación de las 10 cepas de levaduras aisladas del kéfir de agua que 

presentaron mayor inhibición frente a los patógenos P. larvae y A. apis.  
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Tabla 5.1. Identificación genotípica de las 10 cepas de levaduras aisladas del kéfir 

de agua y seleccionadas por su actividad antimicrobiana sobre Paenibacillus larvae 

y Ascosphaera apis. 

 

  

CEPA IDENTIFICACIÓN DE LA ESPECIE DE 

MAYOR COINCIDENCIA / NÚMERO 

DE ACCESO AL GENBANK 

SIMILITUD (%) 

LS1 Saccharomyces cerevisiae IFM40198/ 

LC413770.1 

99,76 

Y1 Saccharomyces cerevisiae 

CEN.PK113-7D/ CP046092.1 

99,76 

Y2 Saccharomyces uvarum CBS:2444/ 

KY105230.1 

91,14 

LK2 Saccharomyces cerevisiae T63/ 

CP008315.1 

97,10 

FAS Saccharomyces cerevisiae/ 

CP046092.1 

99,10 

Y8 Saccharomyces cerevisiae LV06_ITS1/ 

ON262409.1 

87,32 

LK3 Pichia kluyveri/ MN268784.1 98,25 

BK1 Pichia kluyveri DBMY81/ KJ706300.1 90,36 

Y4 Saccharomyces cerevisiae/ 

MH608341.1 

98,70 

AS Saccharomyces cerevisiae CBS:2962/ 

KY105051.1 

96,26 
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5.3.2. Evaluación de la capacidad probiótica 

5.3.2.1. Tolerancia a pH ácido 

Se evaluó el efecto sobre cada cepa de levadura de distintos pH (3, 5, 6, control 

7) luego de 24 h (Figura 5.4). En la mayoría de las cepas no se detectaron cambios en 

el log UFC según el pH del medio (Tabla 5.2). En los casos en que sí hubo diferencias, 

se observó una ligera reducción del logaritmo de UFC al disminuir el pH.  

 

 
Figura 5.4. Tolerancia de las 10 cepas de levaduras a diferentes pH (3, 5, 6). Los 

resultados están expresados como la media del log de UFC a las 24 h para cada valor 

de pH (control pH 7). 
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Tabla 5.2. Comparación del efecto del pH sobre las cepas de levaduras estudiadas a 

las 24 h.  

LEVADURA 
pH 

3 5 6 7 (Control) 

LS1 - - - - 

Y1 a* b b b 

Y2 - - - - 

LK2 - - - - 

FAS - - - - 

Y8 - - - - 

LK3 b b b a 

BK1 a b b b 

Y4 - - - - 

AS - - - - 

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

- ANOVA no encontró diferencias estadísticamente significativas.  

 

5.3.2.2. Resistencia a altas concentraciones de NaCl 

Se evaluó el comportamiento de las levaduras en cada concentración de NaCl 

(control 0 %, 3 %, 6,5 %, 10 %) luego de 24 h (Figura 5.5). Se encontraron diferencias 

significativas entre las cepas en todos los tratamientos (Tabla 5.3). Se observó una 

tendencia general (con distinta intensidad) a presentar un menor crecimiento a medida 

que aumentó la concentración de NaCl.  
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Figura 5.5. Resistencia de las 10 cepas de levaduras a diferentes concentraciones 

salinas (3 %, 6,5 %, 10 %). Los resultados están expresados como la media del log de 

UFC a las 24 h para cada concentración de NaCl (control 0 %). 
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Tabla 5.3. Comparación del efecto de la concentración de NaCl sobre las cepas de 

levaduras estudiadas a las 24 h. 

LEVADURA 
[NaCl] BROWN-

FORSYTHE (SIG.) 
0%(Control) 3% 6,5% 10% 

LS1 a* b c c <0,01 

Y1 a ab b c <0,05 

Y2 a b ─ ─ <0,05 

LK2 a a b c <0,01 

FAS a b c c <0,01 

Y8 ab abc bc c <0,05 

LK3 a a b c <0,01 

BK1 a a a ─ <0,01 

Y4 a b c d <0,01 

AS a b c ─ <0,01 

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

─ No sobrevivió  

 

5.3.2.3. Crecimiento a diferentes temperaturas 

Se comparó el crecimiento de las levaduras, luego de 48 h, a las temperaturas 

10 °C, 35 °C, 40 °C, con respecto a un control a 25 °C (Figura 5.6). No hubo diferencias 

significativas entre las cepas a 10 °C (Brown-Forsythe, p=0,083), a 35 °C (Brown-

Forsythe, p=0,173) ni a 25 °C (control) (Brown-Forsythe, p=0,254). Todas las levaduras 

presentaron un menor crecimiento a 10 °C, mientras que a 35 °C el crecimiento no se 

diferenció respecto del control (25 °C). Sin embargo, solo sobrevivieron cinco levaduras 

(LK2, LK3, BK1, Y4, AS) cuando se estudió el crecimiento a 40 °C. 
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Figura 5.6. Crecimiento de las 10 cepas de levaduras a diferentes temperaturas (10 °C, 

35 °C, 40 °C). Los resultados están expresados como la media del log de UFC a las 48 

h para cada temperatura (control a 25 °C: CTRL). 

  

5.3.2.4. Tolerancia osmótica 

Se evaluó el efecto sobre las levaduras de distintas concentraciones de jarabe 

(control 0 %, 30 %, 50 %, 70 %) a las 72 h de incubación (Figura 5.7). En la mayoría de 

las cepas, el control sin agregado de jarabe se diferenció del tratamiento de 30 %, pero 

no de las concentraciones de 50 y 70 % (Tabla 5.4). En general, se registró una 

disminución estadísticamente significativa del crecimiento al aumentar la concentración 

osmótica.  
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Figura 5.7. Tolerancia de las 10 cepas de levaduras a diferentes concentraciones de 

jarabe (30 %, 50 %, 70 %). Los resultados están expresados como la media del log de 

UFC a las 72 h para cada concentración (control 0 %). 
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Tabla 5.4. Comparación del efecto de la concentración de jarabe sobre las cepas de 

levaduras estudiadas a las 72 h.  

 *Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05) 

- ANOVA de Brown-Forsythe no encontró diferencias estadísticamente significativas.  

+ Prueba de Brown-Forsythe no se pudo realizar porque, como mínimo, un grupo tiene 

una varianza 0.  

 

5.3.2.5. Cinética de crecimiento 

Se evaluó la cinética de crecimiento de las levaduras en condiciones normales 

(pH 7, temperatura 25 °C, sin agregado de NaCl ni de jarabe) durante 24 h. Todas las 

cepas presentaron la curva de crecimiento característica de un microorganismo, es 

decir, una primera fase de latencia, seguida de una fase exponencial, estacionaria, y, 

finalmente, una fase de muerte (Figura 5.8). El tiempo de duplicación varió entre un 

mínimo de 2,88 h y un de máximo de 5,25 h y la tasa de crecimiento entre 0,14 h-1 y 

0,23 h-1 (Tabla 5.5). 

LEVADURA 
JARABE (%) BROWN-

FORSYTHE 

(SIG.) 

0 (Control) 30 50 70 

LS1 b* a a ab <0,05 

Y1 b a a a <0,01 

Y2 b a ab ab + 

LK2 b a ab ab <0,05 

FAS - - - - 0,05 

Y8 - - - - 0,06 

LK3 - - - - 0,08 

BK1 - - - - 0,11 

Y4 b a ab a <0,05 

AS - - - - 0,21 
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Figura 5.8. Curva de crecimiento de las 10 cepas de levaduras aisladas de kéfir. Se 

observa una fase inicial de latencia seguida de una fase exponencial, fase estacionaria 

y fase de muerte. 

 

Tabla 5.5. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicación de las 10 cepas de levaduras 

aisladas del kéfir de agua.  

 

5.3.2.6. Supervivencia posterior a la liofilización 

La Tabla 5.6 resume la supervivencia de las levaduras tras la liofilización. Las 

cepas LS1, Y1, LK2, Y8, LK3, BK1, Y4 presentaron una disminución en el número de 

UFC luego del proceso (Prueba t para muestras apareadas, p<0,01). Mientras que Y2, 

FAs, AS no presentaron cambios significativos en su crecimiento después de ser 

liofilizadas. 

 

 LEVADURA 

LS1 Y1 Y2 LK2 FAs Y8 LK3 BK1 Y4 AS 

Tasa de 

crecimiento (h-1) 

0,17 0,19 0,23 0,20 0,20 0,21 0,20 0,14 0,23 0,17 

Tiempo de 

duplicación (h) 

3,98 3,50 2,88 3,30 3,20 3,12 3,20 5,25 2,96 3,72 



 

108 

 

Tabla 5.6. Supervivencia al proceso de liofilización de las 10 cepas de levaduras 

aisladas de kéfir de agua. 

+ Cada dato es el promedio de tres repeticiones ± desvío estándar. 

* Los valores de la columna ‘Log UFC/ml después de liofilización’ se obtuvieron luego 

de la rehidratación hasta su volumen original. 

 

5.3.3. Caracterización de los metabolitos presentes en los sobrenadantes 

microbianos por Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear  

El análisis metabolómico de los SLC de las 10 levaduras seleccionadas (Figura 

5.9) permitió conocer 207 compuestos diferentes producidos por las mismas. Los 

metabolitos antimicrobianos identificados incluyeron etanol, isovalerato, lactato y 

fenilalanina. El etanol fue el compuesto más abundante, con una concentración máxima 

de 186,03 mM. De acuerdo con el análisis de componentes principales, se observó que 

cepas con mucho contenido de etanol, tuvieron bajos niveles de fenilalanina, y 

viceversa. La cepa BK1 fue la única capaz de producir ácido 2-hidroxiisocaproico, 

arabitol y prolina, mientras que solamente LS1 produjo arginina. Por su parte, los 

sobrenadantes de las cepas FAs y BK1 presentaron alto contenido de etanol; Y1 y LS1 

gran contenido de fenilalanina. Finalmente, los sobrenadantes de las cepas Y4 y LK3 

mostraron altos niveles de isovalerato y también gran contenido de lactato (Figura 5.10).

LEVADURA 
Log UFC/ml antes 

de liofilización 

Log UFC/ml después 

de liofilización 

Reducción del 

Log UFC/ml 

LS1 8,09 ± 0,04+ 7,34 ± 0,07* 0,75 

Y1 7,44 ± 0,05 7,11 ± 0,07 0,33 

Y2 7,28 ± 0,08 7,25 ± 0,04 0,03 

LK2 6,90 ± 0,03 6,38 ± 0,03 0,52 

FAS 7,33 ± 0,02 7,38 ± 0,05 -0,05 

Y8 7,01 ± 0,02 6,22 ± 0,07 0,79 

LK3 7,41 ± 0,04 6,99 ± 0,05 0,42 

BK1 7,42 ± 0,19 7,08 ± 0,04 0,34 

Y4 7,56 ± 0,02 7,20 ± 0,04 0,36 

AS 7,31 ± 0,07 7,32 ± 0,09 -0,02 
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Figura 5.9. Espectros de los sobrenadantes libres de células de las 10 levaduras estudiadas obtenidos a través de la Espectroscopía de 

Resonancia Magnética Nuclear. 
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Figura 5.10. Análisis de componentes principales (CP1=40,9 %, CP2=37,3 %) de los 

metabolitos antimicrobianos identificados por RMN en los sobrenadantes de levaduras 

con potencial probiótico aisladas de kéfir de agua. 

 

5.4. Discusión 

Al evaluar un microrganismo para ser seleccionado como probiótico se deben 

tener en cuenta tanto sus propiedades funcionales como tecnológicas (Staniszewski y 

Kordowska-Wiater, 2021). Esta últimas son útiles a la hora de elegir un candidato e 

incluyen la producción de grandes cantidades de biomasa y la resistencia a procesos 

de conservación, como la liofilización (Libudzisz, 2002). En este capítulo de tesis se 

estudiaron las 10 levaduras aisladas de kéfir de agua y seleccionadas por su capacidad 

antimicrobiana frente a patógenos apícolas (Capítulo 3), con el fin de determinar si eran 

capaces de sobrevivir bajo las condiciones propias de las abejas melíferas y de las 

colmenas. Los aislamientos se caracterizaron genéticamente y fisiológicamente a través 

de pruebas in vitro de tolerancia a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de NaCl 

(3; 6,5 y 10 %), temperaturas (10, 35 y 40 °C) y altas concentraciones de azúcar (30, 50 

y 70 %). 

De acuerdo con la caracterización genotípica, siete de las 10 levaduras aisladas 

del kéfir de agua fueron identificadas como Saccharomyces cerevisiae. Esta es la 

especie de levadura más prevalente en el kéfir de agua (Laureys y De Vuyst 2014; 
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Syrokou et al., 2019). S. cerevisiae es responsable de la presencia del etanol en el kéfir 

debido a su metabolismo de fermentación alcohólica. Esto también reduce la 

concentración de ácido láctico y contribuye a las características organolépticas del 

producto obtenido (Magalhaes et al., 2010). Así mismo, una levadura fue identificada 

como Saccharomyces uvarum. A diferencia de S. cerevisiae, esta especie produce 

menos cantidad de ácido acético, mayores niveles de glicerol y ácido succínico y 

sintetiza ácido málico. Además, se caracteriza por una mayor capacidad de liberar 

compuestos aromáticos deseables (Rainieri et al., 1999). Adicionalmente, se 

identificaron dos levaduras como Pichia kluyveri. Dentro de este género, P. kluyveri es 

la especie más estudiada debido a su utilización en la producción de vino. Su 

metabolismo permite aumentar la presencia de compuestos aromáticos como ésteres y 

tioles, contribuyendo al aroma del producto (Vicente et al., 2021). Esta especie no ha 

sido reportada en el kéfir de agua, pero sí en un estudio llevado a cabo con muestras 

de kéfir de leche de diferentes partes del mundo (Ding et al., 2022).  

La mayoría de los probióticos son consumidos oralmente para alcanzar el tracto 

gastrointestinal. Esto implica que se deba evaluar la resistencia del potencial probiótico 

a las condiciones ambientales del tubo digestivo (McFarland, 2015). La simulación de la 

digestión en condiciones in vitro implica someter a los microorganismos a un medio con 

sales y el agregado de ácido para disminuir el pH (Saito et al., 2014). La supervivencia 

de las cepas en el tracto gastrointestinal es fundamental para que puedan colonizar el 

intestino y llevar a cabo un efecto beneficioso en el hospedador (Sica, 2013). Las 10 

levaduras sobrevivieron a los tres pHs a los que fueron sometidas. En términos 

generales, el menor crecimiento se produjo a pH 3 y presentaron buenos niveles de 

crecimiento a pHs 5 y 6, lo cual es importante ya que estos son los valores de acidez 

que se miden cuando se estudia el tubo digestivo de la abeja (Crane, 1990).  

En cuanto a la tolerancia a NaCl, las cepas presentaron un menor crecimiento a 

medida que aumentaron los niveles de NaCl, y un 40 % de las levaduras no sobrevivió 

a la elevada concentración de 10 % NaCl. De manera similar a estos resultados, Diosma 

et al. (2013) identificaron cuatro especies de levaduras en el kéfir, incluyendo S. 

cerevisiae, y seleccionaron 13 cepas en base a su resistencia al bajo pH y sales biliares. 

Lima et al. (2017) obtuvieron cepas de S. cerevisiae del kéfir que mostraron buenas 

propiedades probióticas, incluyendo resistencia a las condiciones de digestión in vitro. 

La supervivencia a altas concentraciones de NaCl permitió evaluar la capacidad de las 

levaduras a tolerar condiciones adversas, requisito fundamental para un probiótico. 

El crecimiento de las levaduras a distintas temperaturas fue evaluado y se 

observó que a 10 °C presentaron el menor número, con respecto al control a 25 °C. 
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Únicamente cinco levaduras sobrevivieron a 40 °C. Mientras que todas las cepas 

crecieron adecuadamente a 35 °C. La capacidad de crecer a la temperatura a la que 

será expuesto el microorganismo es fundamental a la hora de seleccionar un potencial 

probiótico. En este caso, una buena supervivencia a 35 °C es lo que se necesita ya que 

la levadura será incorporada al alimento de las abejas en las colmenas, y, en el interior 

de estas, la temperatura se mantiene constante entre los 34 y 35 °C (Crane, 1990). 

Luego de la cosecha de miel, o en tiempos de escasez de alimentos, los 

apicultores suplementan las colonias con carbohidratos. Esto se logra alimentando con 

una solución de sacarosa, jarabe de alta fructosa o jarabes de frutas (Neupane y Thapa, 

2005). El jarabe es consumido por las abejas y los carbohidratos son integrados al flujo 

de alimento de la colonia y transportado a los panales de almacenamiento (DeGrandi-

Hoffmann y Hagler, 2000). Teniendo en cuenta que el probiótico podría ser incorporado 

al jarabe con el cual se suplementan las colmenas, se analizó la tolerancia osmótica de 

las levaduras seleccionadas para evaluar si podían resistir una alta concentración de 

azúcares. Las cepas presentaron el mismo crecimiento en el medio sin agregado de 

azúcar y con una concentración del 30 %. Si bien su número disminuyó a 

concentraciones mayores de jarabe (50 y 70 %), esto no es una limitación ya que los 

jarabes utilizados como sustitutos no superan el 66 % de azúcares (Moja et al., 2022). 

Las 10 cepas de levaduras presentaron un buen crecimiento en medio HyL y la 

fase exponencial se extendió entre las 5 y 12 h de crecimiento. De manera similar, Ortiz 

et al. (2008) evaluaron la cinética de dos cepas de S. cerevisiae y obtuvieron la mayor 

producción de biomasa durante las primeras 8 h, seguida de una fase de 

desaceleración. Los recuentos de UFC alcanzados por todas las cepas fueron 

adecuados ya que un mínimo de 106 UFC/ml es el que deben alcanzar para ser 

utilizadas como probióticos (White y Hekmat, 2018). Debido a que la viabilidad del 

microorganismo es clave para ejercer beneficios para la salud, algunos investigadores 

sugieren aumentar esta dosis a niveles de 107 UFC/ml (Staniszewski y Kordowska-

Wiater, 2021). 

En cuanto al proceso de liofilización, en esta tesis todas las levaduras 

sobrevivieron, pero sólo tres aislamientos no presentaron una disminución en el número 

luego del proceso. De manera similar, Bolla et al. (2011) utilizaron leche 

ultrapasteurizada como crioprotector durante la liofilización y obtuvieron altos valores de 

supervivencia de bacterias y levaduras aisladas del kéfir. Estos resultados demuestran 

que la liofilización es un método adecuado para preservar levaduras ya que no altera 

sus propiedades y las mismas se pueden rehidratar y recuperar fácilmente. El uso de 

crioprotectores, como azúcares o proteínas de la leche, permite minimizar o evitar daños 
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en las células, ya que previenen la formación de cristales de hielo (Alvarado, 1979). 

Uno de los principales mecanismos de acción de los probióticos es producir 

sustancias antimicrobianas (Pais et al., 2020). Doscientos siete compuestos diferentes 

fueron producidos por las 10 levaduras aisladas y estudiadas en esta tesis. Es 

interesante destacar que ciertos compuestos fueron producidos por dos cepas 

únicamente. Estos casos se describen a continuación. 

La cepa Pichia kluyveri (BK1) fue la única en producir ácido 2-hidroxiisocaproico, 

arabitol y prolina. El ácido 2-hidroxiisocaproico es un metabolito del aminoácido leucina 

con actividad fungicida (Sakko et al., 2013). También inhibe la formación de biofilms 

producidos por microorganismos. Esto ha sido reportado por Leska et al. (2022) quienes 

estudiaron la capacidad de adhesión de bacterias lácticas y la eliminación de biofilms 

de patógenos que afectan a las abejas melíferas. Este ácido inhibió la formación de 

biopelículas, lo cual puede contribuir a aumentar la viabilidad de las colonias y mejorar 

las condiciones en los apiarios. Por su parte, el arabitol es uno de los componentes del 

néctar de algunas especies de plantas, por ejemplo, del cerezo, el cual es 

particularmente atractivo para las abejas. En su composición, los azúcares más 

abundantes son la fructosa, glucosa y sacarosa. Mientras que arabinosa, ramnosa, 

maltosa y alcoholes como glicerol, manitol y arabitol se encuentran en menores 

cantidades (Akšić et al., 2020). Por último, la prolina es una fuente de energía para la 

síntesis de proteínas en los invertebrados (Osanai y Yonezawa, 1986). Este aminoácido 

cumple un rol importante en el metabolismo del vuelo en los insectos (Bursell et al., 

1974) y se ha reportado que una alta concentración de L-prolina en el pan de polen tiene 

un efecto fagoestimulante en la dieta de las abejas (Degrandi-Hoffman et al., 2013). 

Darvishzadeh et al. (2015) determinaron la potencialidad del uso de L-prolina en la 

alimentación de las abejas obreras en condiciones de laboratorio para el desarrollo de 

las glándulas hipofaríngeas. Sus resultados demostraron que L-prolina aumentó el 

diámetro de los acinos de las mencionadas glándulas y el consumo de jarabe por parte 

de las abejas. En otro estudio, Noor-ul-Ane y Jung (2022) evaluaron el rol de la prolina, 

ácido glutámico y sorbitol en la cría in vitro de las abejas. La suplementación con prolina 

ayudó al rápido desarrollo de las larvas y pupas, y también aumentó el peso de las pupas 

y abejas adultas alimentadas con las dietas suplementadas con este aminoácido. 

Únicamente la cepa Saccharomyces cerevisiae (LS1) produjo arginina. Este 

compuesto es importante, por un lado, desde el punto de vista de su producción por 

parte de las levaduras ya que se ha reportado que la arginina ejerce un efecto 

crioprotector sobre las células de estas. Es almacenado en las vacuolas, lo cual sugiere 

que esta acumulación sería importante en la resistencia de las células de levaduras 
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frente a la congelación (Morita et al., 2002). Por otro lado, desde la perspectiva de las 

abejas, es importante ya que L-arginina es el precursor del óxido nítrico. Este ácido, 

junto con el ácido abscísico, cumple funciones en la defensa de las abejas. Se ha 

demostrado que la suplementación in vitro de la dieta de larvas de abejas con L-arginina 

mejora la activación del sistema inmune de los granulocitos en respuesta a heridas 

causadas por patógenos. Si un patógeno traspasa las barreras físicas y químicas, las 

abejas melíferas pueden protegerse de la infección con respuestas inmunitarias 

celulares y humorales que representan una segunda línea de defensa (Negri et al., 2013; 

Negri et al., 2017).  

La producción de compuestos antimicrobianos, así como la actividad inhibitoria 

sobre patógenos y la supervivencia a diferentes pruebas de tolerancia in vitro, convierte 

a las levaduras evaluadas en excelentes candidatos a ser utilizados como probióticos. 

En base a los resultados obtenidos en el laboratorio se seleccionaron tres cepas (FAs, 

Y8, y LK3) con potencial para ser utilizadas como probióticos en el suplemento 

nutricional destinado a la alimentación de las abejas (Capítulo 6).  

 

Conclusiones 

• A partir de la caracterización genotípica, las levaduras aisladas del 

kéfir de agua fueron identificadas como pertenecientes a los géneros 

Saccharomyces y Pichia. 

• Las 10 cepas de levaduras sobrevivieron a las pruebas in vitro a las 

que fueron sometidas: tolerancia a pH ácido, resistencia a altas 

concentraciones de NaCl, crecimiento a distintas temperaturas y 

tolerancia osmótica. 

• Las 10 cepas de levaduras presentaron una adecuada cinética de 

crecimiento y supervivencia posterior a la liofilización, propiedades 

importantes para un probiótico.  

• Mediante Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de 1H 

(1H-RMN), en los sobrenadantes libres de células de las levaduras se 

detectaron un total de 207 compuestos diferentes. 

• En los sobrenadantes de las levaduras se identificaron los compuestos 

antimicrobianos etanol, isovalerato, lactato y fenilalanina. El etanol fue 

el metabolito más abundante presente en los sobrenadantes de las 

levaduras. 
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• Las cepas de levaduras FAs, Y8, y LK3 fueron seleccionadas como 

potenciales probióticos para ser incorporados al suplemento 

nutricional destinado a las abejas en los ensayos de campo que se 

describirán en el Capítulo 6. 
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Capítulo 6: Evaluación a campo de un producto nutricional elaborado con 

microorganismos probióticos aislados de kéfir de agua 

 

6.1. Introducción  

Las abejas melíferas (Apis mellifera) requieren en gran medida de diversos 

recursos florales para nutrirse. En circunstancias naturales, estos les proveen de 

macronutrientes, es decir, proteínas, carbohidratos y ácidos grasos, y micronutrientes 

como vitaminas y minerales, que les permiten satisfacer sus requerimientos 

nutricionales. Una nutrición deficiente puede provocar que las abejas sean más 

susceptibles a factores como la toxicidad de los pesticidas y el ataque de patógenos (Di 

Pasquale et al., 2013). En las últimas décadas, las abejas, los insectos polinizadores 

más importantes, han sufrido una gran disminución en su población a nivel mundial 

debido a la falta de nutrientes provocada por la pérdida de hábitats (Goulson et al., 

2015).   

La pérdida de hábitats, consecuencia principal de los monocultivos, redujo 

drásticamente la diversidad vegetal en todo el mundo, lo que se traduce en que las 

abejas disponen de menos fuentes de polen para su sustento y, por lo tanto, consumen 

una menor variedad de nutrientes (Banerjee et al., 2018). Adicionalmente, una gran 

cantidad de enfermedades causadas por parásitos y patógenos pueden impactar en la 

supervivencia de las abejas. Desde el punto de vista microbiológico, los principales 

organismos implicados en la pérdida de las colonias incluyen a bacterias (Paenibacillus 

larvae, Melissococcus plutonius), hongos (Ascosphaera apis, Nosema ceranae) y virus 

(Hristov et al., 2020). 

El uso indiscriminado de antibióticos en apicultura para el control de patógenos 

puede llevar a la aparición de organismos resistentes, así como contaminar la miel y 

otros productos apícolas. Además, afecta el metabolismo y la inmunidad de las abejas 

y puede tener efectos negativos en su microbiota. Todo esto influye en el estado general 

de la colonia, ya que los microorganismos de las abejas sanas son fundamentales para 

la regulación del sistema inmune, el crecimiento y el desarrollo (Harriet et al., 2017). Es 

por ello que asegurar una correcta nutrición es fundamental para lograr una apicultura 

sustentable. En este contexto, es necesario recurrir a alternativas naturales para 

controlar enfermedades. Entre ellas, se puede mencionar el uso de aceites esenciales 

(Albo et al., 2016), fitomoléculas como ácido abscísico (Szawarski et al., 2019), ácido 

indolacético y ácido giberélico, metabolitos secundarios de ácidos (Szawarski et al., 

2020), prebióticos como eugenol, quitosano y naringenina (Klassen et al., 2021) y la 
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suplementación con probióticos (Daisley, 2021). Los probióticos representan un 

complemento o alternativa a los antibióticos que pueden ser aplicados en las colonias 

para prevenir y controlar enfermedades (Maruščáková et al., 2020).  

Los probióticos se obtienen, en la mayoría de los casos, del intestino de las 

abejas, del polen fresco, del pan de polen y de las larvas de abejas (Dietemann et al., 

2012; Lamei et al., 2020). Sin embargo, existen otras fuentes innovadoras que pueden 

ser estudiadas. Entre ellas, el kéfir representa una opción natural del cual pueden 

aislarse potenciales cepas probióticas (Nejati et al., 2020) que podrían ser utilizadas 

como una estrategia en apicultura. Si bien la nutrición artificial de colmenas es tema de 

estudio a nivel mundial y en Argentina existen antecedentes en el estudio de probióticos 

en apicultura (Audisio y Benitez-Ahrendts, 2011; Audisio et al., 2012; Audisio, 2016), los 

suplementos para abejas en el mercado interno argentino no incorporan 

microorganismos. Por otro lado, existen suplementos nutricionales con probióticos 

aislados de kéfir de agua en producción animal pero no en nuestro país. Por ejemplo, 

en España se utiliza comercialmente el kéfir y productos derivados del mismo para 

alimentación en ganadería (https://www.aspenat.es/caribou/).  

La aceptación o preferencia de las abejas por un tipo de alimento es una variable 

que indica la propiedad de este de ser agradable al gusto de un individuo. Es decir, es 

la medida en la que un alimento es sabroso o atractivo para ser consumido (Solá-Oriol 

et al., 2012). Los insectos reconocen el alimento a través de una combinación de 

respuestas conductuales, mecanismos sensoriales y la percepción de olores. Su 

sistema sensorial se basa en señales visuales, olfativas y gustativas (Borkakati et al., 

2019). Se ha establecido que las abejas melíferas muestran una preferencia por las 

fuentes de polen ricas tanto en proteínas como en lípidos. También considerarían el 

valor nutricional al elegir el alimento (Ghosh et al., 2020). 

La administración del producto nutricional a las abejas en las colmenas permite 

evaluar la eficacia del suplemento contra patógenos y el impacto en la fortaleza de las 

colonias. Esto se logra mediante el registro de variables como el peso promedio de las 

abejas, número de celdas del panal con cría y abejas adultas, larvas con síntomas de 

enfermedad y la cantidad de miel y polen en la colmena. También, se pueden analizar 

las variables nutricionales de cuerpos grasos y contenido lipídico, dos parámetros 

asociados con el estatus nutricional de las abejas individuales (Ament et al., 2011). Los 

cuerpos grasos (Figura 6.1.) son el principal sitio de depósito de lípidos y de proteínas, 

almacenan nutrientes y es donde se sintetizan proteínas como la vitelogenina y distintos 

péptidos antimicrobianos (Ament et al., 2011; Wilson-Rich et al., 2008). La vitelogenina 

está implicada en la organización social de las abejas y en la resistencia al estrés 
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oxidativo (Wheeler y Kawooya, 1990). Los péptidos antimicrobianos son un componente 

esencial en la inmunidad innata de los insectos, protegiéndolos de la invasión frente a 

patógenos. Entre ellos se destacan apidaecina, abaecina, defensina e himenoptaecina 

(Casteels et al., 1993). Los probióticos ayudan a aumentar la expresión de los genes y 

el nivel de transcripción de los mencionados péptidos antimicrobianos (Smriti et al., 

2024). La dosis, el tiempo, la duración de la administración y el número de cepas 

probióticas pueden influir en la eficacia de los tratamientos. En este sentido, es 

necesario contar con guías y protocolos para estandarizar el uso de probióticos en 

apicultura (Alberoni et al., 2016; Chmiel et al., 2021).  

 

 

Figura 6.1. Esquema del cuerpo de una abeja donde se visualizan los cuerpos grasos. 

La parte inferior del metasoma (región abdominal) de la abeja adulta es el área donde 

predomina el tejido corporal graso, justo debajo de la cutícula. tg1 a 7: tergitos. (Tomado 

de Ramsey et al., 2019) 

 

Para finalizar esta tesis se desarrolló un suplemento nutricional incorporando los 

microorganismos con potencial probiótico evaluados y seleccionados durante los 

ensayos realizados en el laboratorio (Capítulos 3, 4 y 5). El objetivo fue alimentar a las 

abejas con este suplemento probiótico y evaluar su preferencia a través de ensayos a 

campo para contribuir a mitigar los actuales problemas nutricionales de la colonia. 
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Objetivos específicos 

1. Desarrollar un suplemento nutricional con un probiótico para ser 

administrado a las abejas en las colmenas. 

2. Determinar la preferencia del nuevo suplemento formulado a través de 

ensayos a campo.  

3. Analizar la condición nutricional de abejas y de pupas alimentadas con 

suplementos modificados mediante la incorporación de un 

microorganismo probiótico. 

 

6.2. Materiales y Métodos 

6.2.1. Descripción de los microorganismos probióticos seleccionados 

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de actividad inhibitoria 

in vitro frente a los patógenos P. larvae y A. apis (Capítulo 3) y a las pruebas de 

evaluación del potencial probiótico (Capítulos 4 y 5), se seleccionaron dos 

microorganismos para ser incorporados en el suplemento alimenticio.  

De todas las bacterias anaerobias, se eligió a Lacticaseibacillus paracasei (B2). 

Ésta es una bacteria Gram positiva, catalasa-negativa, oxidasa-negativa, no reductora 

de nitrato, fermentadora de glucosa sin producción de CO2 y capaz de fermentar lactosa. 

En el ensayo de difusión por pozo en agar presentó la mayor actividad inhibitoria sobre 

P. larvae. No resultó tóxica para las larvas cuando fue incorporada a su dieta en el 

ensayo de cría de larvas en el laboratorio. Respecto a las pruebas probióticas, 

sobrevivió a todas las condiciones de estrés a las que fue sometida, es decir, distintos 

pH, concentración de NaCl y osmolaridad. Creció a 10 °C y a 25 °C, pero no lo hizo a 

40 °C. Finalmente, en el SLC, se detectó una alta concentración del metabolito 

antimicrobiano acetato, como también de fenilalanina, N-Carbamoil-β-alanina y 

acetoína.  

Entre las levaduras evaluadas se seleccionó la cepa Saccharomyces cerevisiae 

(FAs). Es catalasa y oxidasa positiva, no reductora de nitrato y no fermentadora de 

lactosa. En el ensayo de difusión por pozo en agar, tuvo un fuerte efecto inhibitorio sobre 

P. larvae y presentó buena inhibición frente a A. apis. El sobrenadante incorporado a la 

dieta de las larvas no resultó tóxico en ensayos de laboratorio. De todas las cepas, 

mostró las mejores propiedades probióticas, es decir, mayor supervivencia frente a las 

condiciones a los que fueron expuestas (acidez, altas concentraciones de NaCl, 

diferentes temperaturas y alta presión osmótica). El SLC presentó un alto contenido de 

etanol y de otros compuestos antimicrobianos como isovalerato, lactato y fenilalanina.  
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6.2.2. Preparación del suplemento con un probiótico en el laboratorio 

La bacteria se hizo crecer en caldo MRS en condiciones de anaerobiosis a 35 °C 

y la levadura se cultivó en medio HyL en aerobiosis a 25 °C, hasta alcanzar la fase 

exponencial de crecimiento (D.O600= 0,2 a 0,9 para la bacteria, D.O600= 0,1 a 0,4 para la 

levadura). Además, se prepararon SLC de cada microorganismo. Para ello, los cultivos 

puros de 24 h se centrifugaron a 15.000 rpm por 10 min (Hanil modelo combo 514R) y 

los sobrenadantes obtenidos se filtraron dos veces con un filtro cuyo tamaño de poro 

fue de 0,22 µm (Sartorius).  

El suplemento nutricional se preparó a partir de uno comercial de una 

cooperativa apícola de Argentina (torta), el cual es un sustituto de polen que posee un 

alto y balanceado contenido de lípidos y de proteínas. Se trabajó con cuatro grupos y/o 

tratamientos:  

1. Grupo control (J1): torta estándar (170 g), 

2. Grupo vehículo (J2): torta estándar con el agregado de 35 ml de medio de 

cultivo MRS/HyL estéril,  

3. Grupo sobrenadante (J3): torta estándar con el agregado de 35 ml del 

sobrenadante libre de células del potencial probiótico,  

4. Grupo probiótico (J4): torta estándar con el agregado de 35 ml del cultivo 

líquido del potencial probiótico. 

Para la preparación de los suplementos, las tortas comerciales se colocaron en 

un recipiente, se mezclaron y se amasó hasta lograr una consistencia homogénea. 

Luego, esta masa se separó en cuatro recipientes, uno por tratamiento, y a cada uno de 

ellos (excepto al control J1) se incorporó el medio de cultivo (J2), sobrenadante (J3) o 

cultivo microbiano (J4), según correspondiera. Finalmente, quedaron tortas de 170 g 

cada una y se colocaron entre dos hojas de papel manteca (30 cm x 45 cm) (Figura 6.2). 
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Figura 6.2. Suplemento nutricional para alimentar abejas preparado a partir de uno 

comercial. 

 

6.2.3. Ensayos de preferencia a campo en las colmenas 

Se realizaron dos ensayos de preferencia a campo en las colmenas del apiario 

experimental del Departamento de Agronomía de la Universidad Nacional del Sur (Bahía 

Blanca, Argentina). El primero se llevó adelante en el mes de octubre de 2023 con el 

agregado de la cepa de la bacteria elegida como potencial probiótico (B2) en los 

tratamientos correspondientes. En el mes de noviembre del mismo año, se realizó el 

segundo ensayo en el cual se estudió la preferencia trabajando con la cepa de levadura 

seleccionada (FAs). 

Se trabajó con 10 colmenas Langstroth con cuatro cuadros de cría y dos de miel. 

Siete colmenas fueron alimentadas una vez por semana, durante cuatro semanas 

(cuatro bloques) con cada uno de los grupos de suplemento nutricional descriptos en el 

punto 6.2.2. Estas tortas se colocaron encima de los cabezales de los cuadros de la 

cámara de cría. Cada semana, al retirar las tortas de un bloque y comenzar el siguiente, 

el orden de las tortas sobre los cuadros se modificó, girando en el sentido de las agujas 

del reloj (Figura 6.3). Tres colmenas sirvieron como control, por lo cual no fueron 

suplementadas con ningún tratamiento alimenticio.  
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Figura 6.3. Colmena del ensayo de preferencia con las tortas de los cuatro 

grupos/tratamientos: Grupo control (J1), Grupo vehículo (J2), Grupo sobrenadante (J3) 

y Grupo probiótico (J4). La flecha azul indica el cambio de ubicación, en sentido de las 

agujas del reloj, de los tratamientos cada semana.  

 

Con el objetivo de evaluar la preferencia de las abejas por cada uno de los 

tratamientos se realizó un registro del consumo de los suplementos (Figura 6.4). Para 

ello, a los dos y cuatro días de iniciado el ensayo, se pesaron las tortas de las colmenas 

utilizando una balanza (Kern EMB 2000-2) y se colocaron nuevamente en las colmenas. 

Al finalizar cada bloque del ensayo, luego de siete días, las tortas remanentes se 

retiraron y se pesaron para evaluar cuál de los tratamientos había sido más consumido 

por las abejas. Adicionalmente, se recolectaron abejas adultas y abejas a punto de 

emerger, el primer y el último día del ensayo, luego de un mes, para analizar las 

variables de cuerpos grasos en abejas adultas y contenido lipídico en pupas.  
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Figura 6.4. Evaluación del consumo de los suplementos nutricionales en la colmena: 

registro del peso de las tortas en una balanza luego de siete días. 

 

6.2.4. Evaluación de la condición nutricional de abejas adultas y pupas 

6.2.4.1. Abejas adultas 

La medición de los cuerpos grasos en abejas adultas se analizó según Wilson 

Rich et al. (2008) y De Piano et al. (2020) con modificaciones. Se trabajó con un pool de 

25 abejas adultas, se seccionaron sus abdómenes y se los dejó secar a temperatura 

constante de 35 °C durante tres días. Al tercer día, se pesó el conjunto de los 25 

abdómenes y se registró el peso exacto. Luego, se hizo un lavado en éter etílico en un 

volumen aproximado de entre 5 y 10 ml, de modo que el éter cubriera completamente 

los abdómenes, durante 24 h para disolver la grasa. Se transfirieron a nuevos tubos 

limpios y se los dejó secar nuevamente a 35 °C durante tres días. Posteriormente, se 

registró nuevamente el peso exacto. La grasa corporal se calculó como el porcentaje de 

cambio en el peso abdominal después del lavado con éter etílico y/o como el cambio en 

el peso abdominal (diferencia) después del lavado con éter.  

 

6.2.4.2. Pupas de abejas 

Al inicio y al final del ensayo, se recolectaron aproximadamente 25 pupas de 

abejas obreras en estado ojo violeta (próximas a emerger) y se las conservó en freezer 
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a -20 °C. Se trabajó con cinco pupas elegidas al azar por colmena, se las colocó en 

placas de Petri y se las llevó a estufa a 60 °C por 24 h. A continuación, se colocaron las 

placas con las pupas deshidratadas en un desecador y se registró el peso seco de cada 

pupa (peso pre-Goldfish) individualmente y se colocó cada una en un sobre de papel de 

filtro. Los mismos se introdujeron en un equipo Goldfish con el fin de determinar el 

contenido graso, utilizando hexano como solvente de extracción por 6 h. Se retiraron los 

sobres y se llevaron nuevamente a estufa a 60 °C por 24 h. Finalmente, se registró el 

peso seco de cada pupa (peso post-Goldfish) y se comparó con el inicial. A continuación, 

se calculó el porcentaje de lípidos con la siguiente ecuación: 

 

% lípidos = (peso pre-Goldfish – peso post-Goldfish) / peso pre-Goldfish 

 

6.2.5. Supervivencia del microorganismo probiótico en el suplemento nutricional 

desarrollado 

Con el objetivo de conocer el número de UFC de cada microorganismo en el 

grupo J4, el día del inicio del bloque/semana se realizó el recuento de UFC en placa. 

Para esto, 1 g de torta se homogeneizó en 9 ml de agua peptonada estéril, se prepararon 

diluciones decimales y se sembraron 100 µl por diseminación en superficie en medio 

MRS (bacteria) y medio HyL (levadura). Las placas se incubaron a 35 °C en 

anaerobiosis para la bacteria y a 25 °C en aerobiosis en el caso de la levadura. De la 

misma manera, luego de siete días en las colmenas, en cada bloque, se realizó el 

recuento en placa de UFC de las tortas J4 de dos colmenas al azar, para conocer si el 

microorganismo había sobrevivido en el suplemento y en la colmena. Estos recuentos 

se repitieron cuatro veces: el día 1 de cada bloque (inicio de semana) y luego de los 

siete días en los cuales las tortas J4 estuvieron en condiciones de campo. 

 

6.2.6. Análisis estadístico  

Para analizar los datos de los ensayos de preferencia se aplicaron modelos 

mixtos generalizados, ya que no siguieron una distribución normal ni presentaron 

homocedasticidad. Luego, se compararon los modelos estimados y se eligió el que 

mejor ajuste presentó de acuerdo con la prueba de criterio de información de Akaike 

(AIC). Para los análisis de supervivencia de los probióticos y las variables medidas en 

abejas, se realizó la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales. Se 

comparó el logaritmo de UFC al inicio y al final del ensayo (análisis de supervivencia) y 
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el contenido lipídico en abejas adultas y pupas al inicio y al final del ensayo (variables 

en abejas). Para los análisis previamente descriptos, se utilizó el software Infostat (Di 

Rienzo et al., 2008) y SPSS. 

 

6.3. Resultados 

6.3.1. Evaluación de la preferencia de las abejas por los tratamientos  

6.3.1.1. Ensayo con la bacteria probiótica 

Luego de siete días, en cada bloque, se comparó el consumo promedio de cada 

uno de los cuatro tipos de tratamientos/tortas. De acuerdo con la exploración de modelos 

estimados, el modelo que mejor ajuste presentó fue cuando la heterocedasticidad se 

debió a las colmenas. El tratamiento J2 (medio de cultivo) presentó diferencias 

estadísticamente significativas (Prueba LSD Fisher, p<0,05) respecto a los otros 

tratamientos, siendo el suplemento menos consumido por parte de las abejas. 

 

6.3.1.2. Ensayo con la levadura probiótica 

Luego de siete días, en cada bloque, se comparó el consumo promedio de cada 

uno de los cuatro tipos de tratamientos/tortas. De acuerdo con la exploración de modelos 

estimados, el modelo que mejor ajuste presentó fue cuando la heterocedasticidad se 

debió a las colmenas. El tratamiento J1 (control) presentó diferencias estadísticamente 

significativas (Prueba LSD Fisher, p<0,05) respecto a los otros tratamientos, siendo el 

suplemento más consumido por parte de las abejas. 

 

6.3.2. Evaluación de la condición nutricional de abejas y de pupas 

6.3.2.1. Abejas adultas 

En ambos ensayos de preferencia se registró un aumento estadísticamente 

significativo en la determinación de los cuerpos grasos en las abejas que consumieron 

los cuatro tratamientos evaluados, entre el inicio del ensayo y luego de un mes. Sin 

embargo, cuando se analizaron los resultados de las colmenas control, es decir aquellas 

abejas que no consumieron ningún suplemento, también hubo un aumento en sus 

cuerpos grasos luego del mes que se realizó el ensayo (Figuras 6.5 y 6.6). 
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Figura 6.5. Ensayo de preferencia con una bacteria probiótica: contenido lipídico en 

abdomen de abejas adultas determinado al inicio y al final del ensayo. Los resultados 

están expresados como la media del porcentaje del contenido lipídico. Letras 

iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05). 

 

 

Figura 6.6. Ensayo de preferencia con una levadura probiótica: contenido lipídico en 

abdomen de abejas adultas determinado al inicio y al final del ensayo. Los resultados 

están expresados como la media del porcentaje del contenido lipídico. Letras 

iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05). 
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6.3.2.2. Pupas de abejas 

En el ensayo de preferencia que incluyó la bacteria probiótica (J4), no se hallaron 

diferencias estadísticamente significativas en la determinación del contenido lipídico en 

las pupas entre el inicio del ensayo y luego de un mes de consumir las tortas. Debido a 

un problema durante la recolección de pupas en las colmenas control, no se pudo 

comparar el contenido lipídico con pupas cuyas abejas no habían consumido ninguno 

de los tratamientos.  

Por su parte, en el segundo ensayo de preferencia, donde se incluyó un 

tratamiento con una levadura probiótica (J4), se encontraron diferencias significativas 

(p<0,01) entre las pupas de abejas de las colmenas tratadas, entre el inicio y el final del 

ensayo. Se registró un menor contenido lipídico en las pupas que consumieron los 

cuatro tratamientos evaluados (tortas) durante un mes. Sin embargo, este descenso en 

el contenido lipídico también se registró en las pupas de las colmenas control (Figura 

6.7).  

 

 

Figura 6.7. Ensayo de preferencia con una levadura probiótica: contenido lipídico en 

pupas de abejas determinado al inicio y al final del ensayo. Los resultados están 

expresados como la media del porcentaje del contenido lipídico. Letras iguales indican 

que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05). 
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6.3.3. Supervivencia del microorganismo probiótico en el suplemento nutricional 

desarrollado 

Para el caso de la bacteria probiótica, se realizó el promedio de los 4 bloques, 

cada uno de 7 días de duración, y se comparó el número promedio de UFC en el 

suplemento con el cultivo bacteriano el día del inicio del bloque (cada semana) y 

después de haber estado una semana en la colmena. Se observó que hubo una 

disminución en el número de UFC (p<0,01) de la bacteria en el suplemento luego de 

siete días. El promedio del logaritmo de UFC disminuyó de 6,76 ± 0,29 a 4,69 ± 0,93 

(Figura 6.8).  

 

 

Figura 6.8. Supervivencia de la cepa bacteriana B2 al inicio del ensayo (día 1) y después 

de siete días en la colmena. Los resultados están expresados como la media del log de 

UFC. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p˃0,05). 

 

De igual manera, cuando se trabajó con la levadura probiótica, se promedió el 

número de UFC del cultivo de la levadura de los 4 bloques. Luego, se comparó el 

número promedio de UFC en el suplemento con el cultivo el día del inicio del bloque 

(cada semana) y después de haber estado una semana en la colmena. Se registró un 

menor número de UFC (p<0,05) de la levadura en el suplemento comparado con el 

recuento inicial. El promedio del logaritmo de UFC disminuyó de 4,10 ± 0,49 a 3,48 ± 

0,44 (Figura 6.9). 
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Figura 6.9. Supervivencia de la cepa de la levadura FAs al inicio del ensayo (día 1) y 

después de siete días en la colmena. Los resultados están expresados como la media 

del log de UFC. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas 

(p˃0,05). 

 

6.3.3.1. Comparación de la supervivencia de los microorganismos probióticos 

Se comparó el promedio de la reducción del número de UFC entre la bacteria y 

la levadura, luego de siete días en las colmenas para los 4 bloques del ensayo. No se 

hallaron diferencias estadísticamente significativas (p≥0,05) entre las medias. Es decir, 

los dos microorganismos presentaron la misma capacidad de supervivencia en el 

suplemento en las condiciones de la colmena durante una semana.  

 

6.4. Discusión  

En esta tesis se formuló un nuevo suplemento nutricional para abejas con el 

agregado de un microorganismo previamente evaluado y seleccionado como potencial 

probiótico. Se incorporó una cepa de bacteria y una de levadura, de manera individual, 

para obtener un suplemento alimenticio con potencial probiótico, evaluar su preferencia, 

y determinar la condición nutricional de las abejas que lo consumieron.  

En los dos ensayos a campo en colmenas se evaluó la aceptación y/o 

preferencia de las abejas por uno de los cuatro suplementos formulados. Cuando se 

incorporó la bacteria al suplemento, los resultados respecto a la preferencia 
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demostraron que no hubo diferencias significativas entre la palatabilidad del control, sin 

agregado de probiótico (J1), y la del suplemento modificado por el agregado del 

probiótico, tanto en la forma de sobrenadante (J3) como de cultivo de células (J4). Esto 

implicaría una buena aceptación por parte de las abejas del suplemento que incluye un 

microorganismo probiótico. Respecto al ensayo con la levadura, en este caso, se 

observó un mayor consumo del suplemento control (J1). Sin embargo, el consumo de 

los otros suplementos modificados (J2, J3 y J4) no difirieron estadísticamente entre sí. 

Esto demostraría que tanto un sobrenadante (J3) así como un cultivo de levadura (J4), 

podrían ser incorporados al suplemento para las abejas porque fueron consumidos 

indistintamente. 

En los ensayos a campo realizados tanto con la bacteria como con la levadura 

probiótica se registró un aumento en el porcentaje de cuerpos grasos luego de cuatro 

semanas en las abejas adultas que consumieron el suplemento nutricional probiótico. 

Sin embargo, este aumento también se observó en las abejas de las colmenas control, 

es decir, aquellas abejas que no consumieron ningún tipo de suplemento. Esto indicaría 

que el aumento de grasa corporal detectado al final del ensayo no fue consecuencia del 

consumo de los distintos tratamientos evaluados. Por su parte, al evaluar el contenido 

lipídico en pupas, en el ensayo de preferencia que incluyó un tratamiento con una 

levadura probiótica se observó un menor porcentaje de contenido lipídico en las 

colmenas del ensayo, así como en las colmenas control. Con lo cual, al igual que con la 

variable cuerpos grasos, la variación registrada en el contenido lipídico en las pupas no 

fue debida al consumo de los cuatro suplementos (tratamientos) evaluados. De manera 

que las variables porcentaje de cuerpos grasos y determinación del contenido lipídico 

no permitieron detectar diferencias entre colmenas tratadas y sin tratar. Sin embargo, 

los resultados obtenidos permiten afirmar que se mantuvo el estado nutricional de las 

colmenas. Estas observaciones coinciden con trabajos de otros autores donde se 

muestra variabilidad en dichos parámetros nutricionales. Por ejemplo, Kazimierczak – 

Baryczko y Szymas (2006), encontraron que la adición de preparaciones con probióticos 

al sustituto alimenticio estimuló el desarrollo de los cuerpos grasos de las abejas. Por 

otra parte, De Piano et al. (2020) estudiaron el efecto de SLC producidos por bacterias 

lácticas en los parámetros nutricionales de cuerpos grasos y proteínas solubles. Si bien 

ningún sobrenadante aumentó el contenido de lípidos en el abdomen, sí mantuvieron el 

estado nutricional de las abejas. Finalmente, Canché-Collí et al. (2021) utilizaron un 

sustituto de polen estándar como dieta control y lo enriquecieron con levaduras 

asociadas a las abejas (Starmerella bombicola, S. etchellsii, S. bombicola 2, 

Zygosaccharomyces mellis y Saccharomyces cerevisiae). Obtuvieron como resultado 
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que el porcentaje de grasa corporal en las abejas individuales fue ligeramente inferior 

en las abejas que recibieron los tratamientos comparados con el control sin el agregado 

de levaduras.  

La supervivencia del microorganismo incorporado al suplemento se evaluó luego 

de su exposición en la colmena. Tanto en el caso de la bacteria como en la levadura, el 

crecimiento disminuyó de manera estadísticamente significativa en condiciones de 

colmena, es decir a campo,. Este resultado era esperable ya que ningún 

microorganismo aumenta o mantiene su número en condiciones que no son las más 

adecuadas para su crecimiento. Al comparar la supervivencia de la bacteria con 

respecto a la levadura, no hubo diferencias entre ellas. Esto implicaría que los dos 

microorganismos evaluados a campo son potenciales candidatos para ser incluidos en 

suplementos nutricionales. En un ensayo similar, Daisley (2021) no registró diferencias 

significativas en la supervivencia de las tres cepas probióticas incorporadas a los 

suplementos durante los primeros seis días. Luego de ese tiempo, se produjo una 

marcada disminución en el número de microorganismos viables. En esta tesis, el 

número promedio inicial de UFC correspondiente al cultivo bacteriano fue de 106 UFC/ml 

y en el caso de la levadura el número fue de 104 UFC/ml. Teniendo en cuenta que la 

supervivencia de los microorganismos disminuye en el suplemento y durante la 

exposición en la colmena, una posibilidad sería incorporarlos al suplemento en una dosis 

más alta. Por ejemplo, Arredondo et al. (2023) trabajaron con una mezcla microbiana en 

una dosis inicial de 107 UFC/ml, que fue aplicada una vez a la semana, durante tres 

semanas consecutivas. El valor de UFC disminuyó a 106 UFC/ml luego de ocho horas 

de iniciado el ensayo a campo. Mientras que Kazimierczak – Baryczko y Szymas (2006) 

incorporaron 11x109 bacterias por mg del probiótico, en tres dosis (0,5; 1 y 2 mg) al 

sustituto alimenticio con el cual alimentaron a las abejas en las colmenas. Trabajaron 

con dos formulaciones probióticas, obteniendo distintos resultados. En una de las 

preparaciones probióticas el efecto fue positivo sólo en la dosis más alta (2 mg), en tanto 

que la segunda preparación ejerció efectos positivos en las tres dosis aplicadas.  

 

Conclusiones 

• Los ensayos realizados en esta tesis demostraron que fue posible 

incorporar microorganismos viables a un suplemento nutricional y que el 

mismo fue consumido por las abejas.  
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• Los suplementos alimenticios con el agregado de sobrenadantes libres 

de células y de cultivos microbianos fueron aceptados y consumidos por 

las abejas. 

• La incorporación de la cepa de bacteria y de la levadura probióticas al 

suplemento mantuvo el estado nutricional de las abejas adultas y de las 

pupas. 

• Al comparar el número de UFC de la cepa bacteriana y de la cepa de 

levadura en el suplemento luego de su exposición en la colmena, ambos 

microorganismos presentaron la misma supervivencia en el suplemento 

en las condiciones de campo.  
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Capítulo 7: Consideraciones finales y perspectivas 

 

En esta tesis se desarrolló un suplemento nutricional con el agregado de 

microorganismos potencialmente probióticos obtenidos de fuentes no tradicionales, 

como una alternativa natural, simple y sustentable para mejorar la nutrición de las 

abejas, con el fin de contribuir a mitigar los problemas nutricionales que afectan a las 

colmenas actualmente. Los resultados obtenidos evidenciaron el rol de los 

microorganismos del kéfir de agua como potenciales probióticos para ser incorporados 

en la alimentación de las abejas (Figura 7.1). 

La caracterización del kéfir de agua como fuente alternativa no tradicional de 

probióticos para abejas, permitió conocer su composición química y microbiológica, 

siendo esto fundamental ya que cada producto es único y se diferencia de otros kéfires. 

De acuerdo al análisis químico, el kéfir se caracterizó por su acidez, bajo contenido de 

etanol y la presencia de macro minerales como Na, K y Mg. Respecto a la comunidad 

microbiana presente en los gránulos y sobrenadante del kéfir, predominaron las 

bacterias anaerobias, bacterias microaerófilas y levaduras. Estos microorganismos 

permanecieron viables en el kéfir durante un período de 12 meses de almacenamiento 

a temperatura ambiente, con ciertas fluctuaciones en su número. Las bacterias fueron 

identificadas como miembros de los géneros Lacticaseibacillus, Liquorilactobacillus y 

Lentilactobacillus. Por su parte, las levaduras se identificaron como pertenecientes a los 

géneros Saccharomyces y Pichia. 

Un total de 60 microorganismos fueron aislados del kéfir de agua. Veinte cepas 

(10 bacterias y 10 levaduras) mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente al 

patógeno Paenibacillus larvae. En tanto que, cinco bacterias y 10 levaduras presentaron 

buena inhibición frente a Ascosphaera apis, cuando se trabajó con el ensayo de difusión 

por pozo en agar. Los resultados obtenidos con las levaduras del kéfir son novedosos 

ya que no se ha reportado que especies de levaduras hayan sido utilizadas para 

controlar el crecimiento de estos patógenos. Por lo tanto, estos estudios son de gran 

relevancia por el potencial uso de las levaduras para controlar dos importantes 

enfermedades para la apicultura. 

El control del crecimiento in vitro de los patógenos apícolas P. larvae y A. apis 

por parte de las cepas se asoció a los metabolitos secundarios presentes en los 

sobrenadantes microbianos. Principalmente, el compuesto acetato en las bacterias y 

etanol en las levaduras. Esta instancia de evaluación resultó clave para seleccionar las 

cepas microbianas con mayor actividad antimicrobiana que luego fueron probadas 
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respecto de sus propiedades probióticas. En cuanto a los ensayos de cría y alimentación 

de larvas de abejas en el laboratorio, estos demostraron que el kéfir de agua y el 

sobrenadante de las bacterias y levaduras evaluadas no resultaron tóxicos para las 

larvas. Por lo tanto, podrían ser incorporados en la alimentación de las abejas con el fin 

de mejorar o complementar sus dietas nutricionales.  

Las 10 cepas de bacterias y 10 de levaduras con mayor capacidad 

antimicrobiana frente a los patógenos apícolas fueron caracterizadas fisiológicamente a 

través de pruebas in vitro de tolerancia a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de 

NaCl (3; 6,5 y 10 %), temperaturas (10, 25, 35 y 40 °C) y altas concentraciones de 

azúcar (30, 50 y 70 %). También, se analizó su cinética de crecimiento y la capacidad 

de supervivencia posterior a la liofilización. Las tres cepas bacterianas (B2, b3 y S6) y 

tres cepas de levaduras (FAs, Y8, y LK3) con mayor supervivencia y mejores atributos 

fueron seleccionadas como potenciales probióticos. Mediante Espectroscopía de 

Resonancia Magnética Nuclear de 1H (1H-RMN), en los SLC de las 10 cepas 

bacterianas se detectaron 250 compuestos diferentes. Entre ellos se identificaron los 

compuestos antimicrobianos acetato, acetoína, etanol, lactato, N-carbamoil-beta-

alanina, fenilglicina, fenilalanina, arginina y ácido ascórbico. Mientras que, en los SLC 

de las levaduras se detectaron un total de 207 compuestos diferentes. Se identificaron 

los compuestos antimicrobianos etanol, isovalerato, lactato y fenilalanina.  

En base a la actividad antimicrobiana frente a patógenos, la mayor supervivencia 

a diferentes pruebas de tolerancia in vitro y a la capacidad de producción de compuestos 

antimicrobianos, se seleccionó una cepa de bacteria y una de levadura para ser 

incorporadas en el suplemento alimenticio en la siguiente y última etapa de evaluación. 

De todas las bacterias anaerobias, se eligió a Lacticaseibacillus paracasei (B2). Entre 

las levaduras, se escogió la cepa Saccharomyces cerevisiae (FAs). De esta manera, se 

formuló un nuevo suplemento nutricional para abejas con el agregado de los 

microorganismos previamente caracterizados y seleccionados como probióticos. 

A través de dos ensayos de preferencia realizados a campo se evaluó la 

efectividad de cada suplemento probiótico. En los dos ensayos, con la bacteria y con la 

levadura, las abejas consumieron todos los suplementos. Esto demuestra que el 

probiótico, tanto en la forma de sobrenadante como de cultivo celular, podría ser 

incorporado en el alimento destinado a las abejas. Además, se evaluaron las variables 

porcentaje de cuerpos grasos en abejas adultas y determinación del contenido lipídico 

en pupas de abejas. Como resultado se obtuvo que la incorporación de la cepa de 

bacteria y de la levadura probióticas al suplemento mantuvo el estado nutricional de las 

abejas adultas y de las pupas. Finalmente, tanto la cepa de la bacteria como de la 
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levadura permanecieron viables en el suplemento luego de su exposición a las 

condiciones de la colmena. Los ensayos a campo realizados demostraron que fue 

posible incorporar microorganismos viables a un suplemento nutricional y que el mismo 

fue consumido por las abejas. 

En vista de todos los resultados obtenidos se aceptan las hipótesis propuestas 

en esta tesis. En primer lugar, los microorganismos aislados a partir de kéfir de agua 

tienen el potencial para actuar como probiótico. En segundo lugar, el suplemento 

nutricional con potencial probiótico constituye una alternativa eficaz para enfrentar los 

problemas nutricionales que se evidencian actualmente a nivel de colonia. 

A través de la incorporación de microorganismos probióticos en los suplementos 

destinados a la alimentación de las abejas los apicultores podrían mitigar los impactos 

negativos sobre estos insectos y promover el bienestar general de las colonias. Para 

ello, serán necesarias más investigaciones, con lo cual se plantea en un futuro continuar 

y profundizar en el estudio de:  

• Los mecanismos de acción que subyacen a las propiedades 

antimicrobianas de los microorganismos utilizados como probióticos. 

• La combinación de sobrenadantes libres de células/cultivos microbianos 

de distintas cepas de bacterias y de levaduras para ser incorporadas en 

el suplemento nutricional. 

• La realización de un ensayo de consumo para evaluar el estado general 

de las colonias a través de la medición de variables como número de 

abejas en cada cuadro, área abierta y operculada y producción de miel. 

• El efecto del suplemento probiótico sobre el estado nutricional e 

inmunológico de las abejas a través de la utilización de técnicas de 

biología molecular que permitan evaluar la carga de los virus más 

importantes, analizar la expresión de los genes relacionados con la 

inmunidad tales como vitelogenina, defensina y fenoloxidasa y el análisis 

de la microbiota intestinal. 

 

Para concluir, se destaca que esta tesis aporta conocimiento sobre un tema de 

estudio a nivel mundial como es la nutrición artificial de colmenas y la utilización de 

microorganismos probióticos para tal fin. Esta última es una temática muy reciente y 

novedosa que no tiene antecedentes en nuestro país. Por lo tanto, son grandes y 

prometedoras las aplicaciones de los suplementos probióticos en el presente y futuro de 

la apicultura. Continuar con investigaciones en esta área permitirá desarrollar 
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alternativas sustentables para la nutrición apícola y, así, contribuir a mejorar el bienestar 

de estos invaluables insectos polinizadores. 
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Figura 7.1. Estudio de microorganismos aislados de kéfir de agua para determinar su 

potencial como probióticos destinados a la alimentación de abejas. 
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