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Caracterizacion de microorganismos con potencial probidtico
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar microorganismos con potencial probiotico de
estiércol de terneros lactantes Brahman en Sucre (Colombia). Se aislaron bacterias y
levaduras de las muestras de estiércol y se determind la capacidad probiotica de estas
cepas mediante pruebas de resistencia a sales biliares (0.05, 0.1, 0.15y 0.3%), resistencia
a pH acido (pH 3, 4, 5.6, 7), tolerancia a NaCl (2, 4, 6, 8, 10%) y actividad antagénica
(Salmonella sp y Escherichia coli). Nueve microorganismos fueron identificados y tres
pasaron las pruebas de tolerancia. Se determiné la capacidad antagénica frente a bacte-
rias patogenas (Salmonella sp y E. coli), evidenciada por halos (mm) de las tres cepas
seleccionadas. La identificacion de las cepas se realizé por los métodos bioquimicos API
50 CHL V5.1 para Lactobacillus y API 20 AUX para levaduras. El andlisis molecular de
dos cepas (M13ay 103M2) identifico la cepa M 13a como Enterococcus faecium yla cepa
103M2 como Candida krusei. En conclusion, Enterococcus faecium se convierte en una
alternativa viable para la formulacion de un biopreparado para mejorar los parametros
productivos y disminuir los trastornos gastrointestinales en los terneros lactantes.
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The objective of the study was to characterize microorganisms with probiotic potential
of manure of lactating Brahman calves in Sucre (Colombia). Bacteria and yeasts were
isolated from manure samples and the probiotic capacity of these strains was determined
by bile salt resistance test (0.05, 0.1, 0.15, 0.3%), resistance to acidic pH (pH 3,4, 5.6,7),
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tolerance to NaCl (2, 4, 6, 8, 10%) and antagonistic activity (Sal/monella sp and Escherichia
coli). Nine microorganisms were identified and three passed the tolerance tests. The
antagonistic capacity was determined against pathogenic bacteria (Salmonella sp and
E. coli), evidenced by halos (mm) of the three selected strains. The identification of the
strains was carried out by the biochemical methods API 50 CHL V5.1 for Lactobacillus
and AP120 AUX for yeasts. Molecular analysis of two strains (M13a and 103M2) identified
strain M13a as Enterococcus faecium and strain 103M2 as Candida krusei. In conclusion,
Enterococcus faecium becomes a viable alternative for the formulation of a biopreparation
to improve the productive parameters and decrease gastrointestinal disorders in lactating

calves.

Key words: probiotic; cattle; zebu; Enterococcus; antagonistic capacity; stains

INTRODUCCION

La crianza de terneros es una de las
etapas en la ganaderia que mas retos pre-
senta a nivel sanitario, y donde se presentan
altos indices de mortalidad debido, entre otros
factores, a que los mecanismos de defensa
del recién nacido no estan desarrollados. Asi
mismo, el desarrollo de las porciones anterio-
res del aparato digestivo aun debe lograr el
tamafio y proporciones que tendran en su vida
adulta (Mee, 2008).

Labaja acidez del abomaso en el terne-
ro lactante incrementa el potencial riesgo de
bacterias y virus que ingresaran por via oral,
pasando directamente hacia el intestino, don-
de pueden causar patologias complejas como
la diarrea (Bazeley, 2003). La diarrea es ca-
racteristica de un complejo de agentes
etioldgicos y que para su manifestacion de-
ben concurrir diversos factores
epidemioldgicos, incluyendo el agente
etiologico (virus, bacterias y protozoos), el
huésped, la transferencia de inmunidad pasi-
vay las condiciones ecoldgicas (Camargo et
al.,2017).

Estas patologias infecciosas tienen una
repercusion econdmica en la actividad gana-
dera, pues implican tratamientos veterinarios
y mano de obra adicional, ademas del retraso
en el desarrollo corporal de los animales afec-
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tados y la posibilidad de contagio a otros ter-
neros que conviven con el afectado (Tepan,
2011). Estas pérdidas han incrementado el
uso de antibidticos para proteger los anima-
les y tratar las diarreas; sin embargo, su uso
extensivo y prolongado ha favorecido la sus-
ceptibilidad de los terneros a microorganismos
patdgenos, generando resistencia a diversos
antibidticos (Fuller, 1989).

Actualmente existe gran interés en re-
emplazar los antibidticos por otros compues-
tos mas naturales como los probidticos
(Rondon et al., 2013); los cuales son consi-
derados como aditivos alimentarios de
microorganismos vivos que afectan
beneficiosamente al hospedero, influyendo su
rendimiento productivo (Garcia et al., 2011).

La microflora normal de becerras
lactantes esta  constituida  por
microorganismos como Enterococcus
faecium, Enterococcus  faecalis,
Lactobacillus salivarius y Lactobacillus
casei (Pascual et al., 1996). Las especies
bacterianas cominmente utilizadas como
probidticos en terneros incluyen a los Bacillus
sp, Lactobacillus sp, Streptococcus sp,
Bifidobacterium sp y levaduras tipo
Saccharomyces sp (Figueroa et al., 2006;
Mejia et al., 2007; Avila et al., 2010; Garcia
et al., 2011). Con base a esto, el presente
estudio tuvo como objetivo caracterizar ce-
pas con potencial probidtico autoctonas y con
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caracteristicas especificas que contribuyan
a disminuir los problemas gastrointestinales
de los terneros lactantes Brahman en el de-
partamento de Sucre, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Area del Estudio

Esta investigacion se llevd a cabo en
los Municipios de Toluviejo, Coloso y Ove-
jas, pertenecientes a la subregion Montes de
Maria, en el Departamento de Sucre, Colom-
bia. El area bajo estudio esta clasificada
como bosque seco tropical (Holdridge, 2000),
se encuentra entre 58 y 250 msnm, y regis-
tra una temperatura ambiental promedio de
30 °C y precipitaciones entre 1000 y 1200
mm/afio.

Recoleccion de Muestras

Se recolectaron las heces de cuatro ter-
neros por finca, para un total de 12 terneros
lactantes Brahman. Los terneros no recibian
alimento concentrado y no fueron tratados
con antibidticos por lo menos tres meses an-
tes del estudio. Se hizo un pool de heces con
las muestras de cada finca, se pusieron en
matraces de 250 ml con 100 ml de aceite
mineral estéril en anaerobiosis y se coloca-
ron en un agitador a 150 rpm durante 10 min
a temperatura ambiente. Luego, se transpor-
taron al laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad de Cérdoba (GRUBIODEQ)
para el aislamiento.

Aislamiento de Microorganismos

Se suspendié un 1 g de heces en 9 ml
de solucion salina durante 5 minutos. Luego
se realizaron diluciones seriadas hasta 10%en
agua de peptona. Muestras de las diluciones
10° y 10° fueron sembradas en tres placas
utilizando los medios selectivos Agar de Man,
Rugosa, Sharpe (MRS) (Lactobacillus sp y
Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) para le-
vaduras, a razon de 0.1 ml por placa. Estas
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fueron incubadas durante 48 horas a 37 °C
en atmosfera de dioxido de carbono (CO,).
Posteriormente fueron seleccionadas las colo-
nias tipicas, que fueron sembradas en 10 ml de
caldo MRS, Nutritivo modificado o SDA para
su crecimiento y conservacion.

Se seleccionaron las colonias con ca-
racteristicas morfologicas diferentes y se
purificaron con pases sucesivos en cultivo
MRS. La pureza se verifico con la reaccion
de Gram, y luego se hizo la prueba de catalasa
y oxidasa. Las cepas identificadas como
catalasa y oxidasa negativas fueron emplea-
das para la evaluacion de su potencial
probidtico (Oyetayo, 2004).

Evaluacion de las Propiedades Pro-
biédticas

De la siembra por agotamiento en el
medio MRS se tomo una colonia y se repico
en 10 ml de caldo MRS. Se incub¢ a 37 °C
por 24 horas, para luego tomar 1 ml de cada
cultivo para realizar diluciones seriadas. De
la dilucion 10° y 106 se tomd 0.1 ml y se sem-
bré en los medios MRS para conteo de célu-
las viables. Conocida la concentracion de los
indculos de cada microorganismo, se hizo las
pruebas probioticas a cada cepa.

- Tolerancia a cambio de pH. Las ce-
pas fueron sometidas a valores de pH
de 3,4, 5.6 y 7 (incubacion a 37 °C du-
rante 24 h). La sobrevivencia de deter-
min6 mediante la diferencia del numero
de microorganismos viables del indculo
con las presentes después del periodo de
incubacién (Zavaglia et al., 1998) y la
resistencia (%) se calculdé mediante la
siguiente ecuacion %R pH =[(UFC/ml)
MRS pH x 100] / (UFC/ml) MRS
(in6culo) (Kociubinski et al., 1999).

- Seestablecid como criterio de seleccion
aquellas cepas que resistieron el pH por
encima del 50%. (Rondon et al., 2008;
Avila et al., 2010).
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- Tolerancia a sales biliares. Se utiliza-
ron cuatro concentraciones de sales
(0.05,0.1,0.15,0.3% p/v) ajustado a pH
7 con HCI 5% (incubacion a 37 °C du-
rante 24 h). La sobrevivencia y la resis-
tencia fue comprobada mediante la de-
terminacion del nimero de células via-
bles (UFC) (Rubio et al., 2008; Rondon
et al., 2008; Avila et al., 2010;
Monteagudo, 2012).

- Tolerancia a altas concentraciones de
NaCl. Se utilizaron caldos MRS, Nutri-
tivoy SDA en cinco concentraciones de
NaCl (2,4, 6, 8, 10% p/v) (incubacion a
37 °C durante 24 h). El crecimiento se
determin6 mediante la medicion de la
densidad 6ptica (DO) a 600 nm a 0 y 24
h (Rondén et al., 2008).

- Determinacion de la capacidad anta-
gonica. Los microorganismos que fue-
ron seleccionadas por su potencial
probiodtico fueron enfrentados contra
bacterias patogenas (Salmonella spy E.
coli), del banco de cepas del laboratorio
GRUBIODEQ. Las cepas bacterianas
se sembraron en forma masiva en agar
Mueller Hinton. En la superficie de las
placas se colocaron tres discos impreg-
nados con los microorganismos seleccio-
nados, se mantuvieron a 15 °C por 30
min y luego fueron incubados a 37 °C
durante 48 h. La capacidad antagonica
se evidencio por la presencia de halos
(mm) y crecimiento alrededor de los dis-
cos. Este procedimiento se realizd por
triplicado (Leiva et al., 2004; Mejia et
al., 2007).

Identificacion Bioquimica

Los microorganismos que presentaron las
mejores propiedades probidticas se
identificaron mediante el sistema API1 20
AUX Levaduras o API Lactobacilos. Se
incubaron a 37 °C durante 48 horas.
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Identificacion Molecular
Bacterias

Para la extraccion del DNA genémico
de los microorganismos con caracteristicas
probidticas se utilizo el kit comercial
QIAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN
Corporation), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Luego se realizo la amplificacion
por PCR de la region de 1465 pb del gen
ribosomal 16S del RNA. Se utilizaron los ini-
ciadores (primers) 27F, 518F, 800R y 1492R
para la identificacion molecular de estas bac-
terias. Para la purificacion se utilizo el
MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN
Corporation), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

El analisis taxonoémico de la secuencia
problema se realizo mediante la comparacion
contra las bases de datos NCBI (National
Center for Biotechnology Information),
Greengenes (Laurence Berkeley National
Laboratory) y RDP (Ribosomal Database
Project). El alineamiento y generacion de un
arbol de distancias se hizo utilizando las se-
cuencias con mayor similitud a la secuencia
problema. Se buscaron secuencias altamen-
te similares a las obtenidas de la pagina web
del GenBank mediante la herramienta BLAST
(BasicLocal Aligment Search Tool) de la base
de datos del NCBI, usando como medida un
porcentaje de identidad, el cual es mayor a
medida que las secuencias sean altamente
parecidas. Las secuencias de nucledtidos que
codifican los genes del 16S DNATr de bacte-
rias fueron depositadas en la base de datos
de la NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Levaduras

Primero se realizo el aislamiento y puri-
ficacion del DNA, luego la amplificacion por
PCR con los iniciadores ITS4 e ITSS de la
region genética denominada ITS (Internal
Transcribed Spacer) del DNA ribosomal
fingico. Posteriormente se realizoé la purifi-
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cacion de los fragmentos de PCR y
secuenciacion con los iniciadores ITS1 e ITS4.
Luego se sigui6 el mismo procedimiento utili-
zado para las bacterias. El analisis taxonomico
de la secuencia problema se hizo mediante
comparacion contra las bases de datos NCBI,
UNITEI (Unified System for the DNA based
fungal species linked to the classification) y
Warcup Fungal ITS.

Analisis Estadistico

A los datos obtenidos se les realizé una
prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) y una
prueba de homogeneidad de varianzas (Prue-
ba de Bartlett). Seguidamente se realiz6 un
analisis de varianza del nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC/ml) de los
microorganismos (nivel de significancia del
95%) a las pruebas probioticas evaluadas (to-
lerancia a pH, tolerancia a sales biliares).
Ademas, se realizo la prueba de multiples
rangos para verificar la diferencia estadisti-
ca de medias entre concentraciones evalua-
das.

Para el analisis de la prueba de toleran-
cia a altas concentraciones de NaCl se efec-
tud un analisis descriptivo por medio de gra-
ficas de barras, basado en las UFC/ml de las
cepas y las concentraciones analizadas. Asi
mismo, para la capacidad antagonica se rea-
lizd un analisis de varianza, teniendo en cuenta
la inhibicion de patdgenos representada por
los halos (mm) de las cepas seleccionadas
frente a Salmonella sp 'y E. coli, con un ni-
vel de significancia del 95%.

Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa Excel 2010 y el pro-
grama Statgraphics XVIv. 16.1.15.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron nueve colonias, de las cua-
les siete eran bacterias acido lacticas codifi-
cadas como: M15a, M14, M13a, M2103b,
M2103¢, M2104, M1103b y dos levaduras:
102M2 y 103M2.
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Pruebas Probioticas
Prueba de tolerancia a cambios de pH

Tres de las nueve cepas aisladas logra-
ron tolerar las condiciones de pH 3: M13a,
M2103c y 103M2; mientras que las cepas
M2103b, M1103b y 102M2 resistieron las
concentraciones de pH 4 a 7. Por otro lado,
las cepas M15a, M14 y M2104 no sobrevi-
vieron los niveles de pH utilizados. (Cuadro 1)

La capacidad acido-tolerante de las bac-
terias M13a y M2103c¢ es una de las carac-
teristicas comunes entre los microorganismos
del género Lactobacillus (Leveau y Bouix,
2000). Por otro lado, la habilidad de la leva-
dura 103M2 para crecer en un amplio rango
de pH puede explicarse por la existencia de
sistemas intercambiadores en la membrana
plasmatica de las levaduras, los cuales pue-
den intercambiar iones a través de los siste-
mas secundarios (uniportadores cationicos,
simportadores cation/sustrato) (Ramirez y
Pefia, 2000). La prueba de multiples rangos
indicé que existe diferencia significativa
(p<0.05) entre el crecimiento (UFC/ml) de
las nueve cepas entre las cuatro concentra-
ciones de pH (Figura 1).

La mayoria de las cepas tuvieron el
mayor crecimiento en un pH de 7 y menor
crecimiento en las concentraciones de pH
acidas, como era de esperarse, considerando
que el estdbmago de los bovinos presenta va-
lores de pH cercanos a 2.0, el cual funciona
como barrera contra la entrada de bacterias
externas dentro del tubo digestivo (Figueroa
et al., 2006; Caballero, 2014). Esto demues-
tra que el pH juega un papel muy importante
en la seleccion de cepas con potencial
probiotico (Agarwal et al., 2000).

Prueba de tolerancia a sales biliares

La cepa M2103c crecio en las cuatro
concentraciones, con porcentajes entre 18%
(0.15%) y 100% (0.10%). La cepa M13a
toler6é concentraciones de sales biliares de
0.05, 0.10 y 0.15% con valores de 67,39 y
56%, respectivamente, pero sin crecimiento
en la concentracion de 0.30%; a diferencia
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Cuadro 1. Crecimiento (UFC/ml) de nueve cepas de microorganismos aislados de estiércol
de terneros Brahman y cultivados a cuatro concentraciones de pH

C [Inéculo] pH
a n
cpas oeuto 3 4 5.6 7
M1l5a 8.65E+07 0.00E+00 0.00E+00 2.53E+08 2.22E+08
M14 1.93E+08 0.00E+00 0.00E+00 2.05E+08 2.51E+08
M13a 3.60E+08 7.00E+06 0.00E+00 8.50E+07 2.06E+08
M2103b 3.20E+08 0.00E+00 4.80E+07 1.80E+08 2.90E+08
M2103c 3.80E+08 1.00E+06 5.80E+07 1.80E+08 2.10E+08
M2104 5.25E+07 0.00E+00 0.00E+00 1.10E+07 9.00E+06
M1103b 1.50E+08 0.00E+00 2.20E+08 1.50E+06 4.60E+07
102M2 1.70E+08 0.00E+00 1.90E+07 5.60E+07 1.70E+08
103M2 1.30E+08 5.50E+06 1.50E+07 1.70E+07 1.80E+07
(X1 ,EB:;
L [Comrame e | Diereneia /e Linekier L =
-2 SEET T AR be A
- [3-38 . -1, 0E513ES 7 6I805E T =]
25 - 7 S B 7 BA0EET T o
F s GFEIIIE] | 7.6H20ET .
o G ST 763028E7 : ]
- 2 [Ec SEGETE] |7 AEEET | T s
E F ¥ indRaves diferca sipiaiva :
£ 15F * =
=2 E d
15 . -
E ab 2
0,5 F T i
c a = 3
0 :_ L] J_ _:
3 4 5.6 7

pH

Figura 1. Crecimiento (UFC/ml) de nueve cepas aisladas de estiércol de terneros Brahman
sometidas a cuatro concentraciones de pH. Letras diferentes entre columnas indican

diferencia estadistica (p<0.05)

de la cepa 103M2 que solo desarrollo en dos
concentraciones (0.05 y 0.10%) (Figura 2).

Las sales biliares representan una im-
portante barrera antibacteriana, de alli que
para la seleccion de bacterias probioticas se
requiere un alto nivel de resistencia y de ca-
pacidad de crecimiento en este medio (Gémez
et al., 1998; Kociubinski et al., 1999).
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No se encontrd diferencia significativa
entre las medias de crecimiento (UFV/ml)
de las cuatro concentraciones, de modo que
estas cepas, en general, tienen la capacidad
de tolerar las sales biliares, pudiendo desa-
rrollar sus actividades metabolicas sin verse
completamente inhibidas en el rumen de los
bovinos (Caballero, 2014).
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Figura 2. Porcentaje de crecimiento en cuatro concentraciones de sales biliares de cepas aisla-
das a partir de estiércol de terneros Brahman

Prueba de tolerancia a altas concentra-
ciones de NaCl

La mayor tolerancia frente al cloruro de
sodio la presento la cepa 103M2 con valores
superiores a 90%, en tanto que la cepa
M2103c presento valores superiores al 50%
en las cuatro concentraciones. Por otro lado,
la cepa M13a disminuy6 el crecimiento con
el incremento de la concentracion de NaCl
(Figura 3). Estos resultados se deben a que
la mayoria de las bacterias son relativamente
insensibles a las variaciones de la presion
osmotica y se adaptan a cambios fuertes en
la concentracion de solutos del medio, dado
que poseen una pared celular mecanicamen-
te rigida (Hernandez, 1992).

La resistencia a altas concentraciones
de NaCl de las cepas sin perder su capaci-
dad de crecimiento les confiere amplias posi-
bilidades de ser utilizadas en cultivos inicia-
dores en la industria lactea, como
preservantes de carnes, vegetales y probio-
ticos. Ademas, estos microorganismos en los
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alimentos conservan sus cualidades nutriti-
vas, aumentan la vida media del producto e
inhiben el desarrollo de microorganismos
patogenos (O’Sullivan et al., 2002).

Seleccion de los Microorganismos

Tres de los nueve microorganismos ais-
lados fueron seleccionados por pasar las prue-
bas de tolerancia (M13a, M2103c y 103M2)
y fueron sometidas a la prueba de antagonis-
mo. Solamente la cepa M13a no presentd
halos de inhibicién con alguno de los
microorganismos patogenos, a diferencia de
la cepa M2103c que inhibi6 el crecimiento de
E. coli, pero no a Salmonella sp y de 103M2
que inhibio el crecimiento de ambas bacte-
rias (p<0.05)

La capacidad de inhibicion de estas bac-
terias puede atribuirse a que pueden producir
sustancias antagonicas, tales como el acido
lactico, acético y otros compuestos volatiles
que disminuyen el pH del medio, acidos grasos
de cadena corta, peroxido de hidrogeno y
bacteriocinas (Zamora, 2003).
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Figura 3. Porcentaje de tolerancia en cinco concentraciones de CINa de cepas aisladas a partir

de estiéreol de terneros Brahman

La levadura 103M2 fue la cepa con
mejor desempefio inhibiendo a ambos
patdgenos con halos de inhibicion de 8.56 y
9.50 mm. Es decir, esta cepa produce sus-
tancias antimicrobianas que son capaces de
contrarrestar in vitro el crecimiento de los
patogenos evaluados, lo que confirma que el
mecanismo de accion de las levaduras es di-
ferente al de bacterias como Lactobacillus
sp o Bifidobacterium sp, que producen
bacteriocinas y acido lactico (Fayol-
Messaoidu et al., 2005).

De acuerdo con los resultados, se po-
drian incluir las cepas 103M2 y M2103c, para
que en conjunto, superen las barreras del tran-
sito gastrointestinal de los terneros lactantes
y puedan inhibir las especies patdogenas, ya
que la funcionalidad de un indculo probiodtico
multicepa puede ser mas efectiva y consis-
tente que la de un monocepa (Gardiner et
al., 2004; Timmerman et al., 2004; Frizzo et
al.,2000).
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Identificacion Molecular de las Cepas

Teniendo en cuenta las pruebas
probidticas se procedio a la identificacion
molecular de las cepas M13ay 103M2.

Cepa MI3a

El clasificador de RDP pudo determi-
nar que se trata de una secuencia de un mi-
croorganismo perteneciente al género
Enterococcus con un 100% de confidencia.
La base de datos de secuencias 16S RDP
indica que la secuencia problema ensambla-
da es muy similar en la mayoria de su longi-
tud con las cepas tipo identificadas como
Enterococcus faecium. La busqueda en la
base de datos Greengenes indica que la se-
cuencia estudiada es muy similar a secuen-
cias de Enterococcus hirae o Enterococcus
faecium. Por ultimo, el analisis taxondmico
de la secuencia problema ensamblada de 1083
pb contra la base de datos RefSeq del NCBI
indica 100% de identidad en el 99% de su
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longitud, con secuencias del gen ribosomal
16s pertenecientes a Enterococcus faecium.

Molecularmente, la cepa M13a fue iden-
tificada como Enterococcus faecium, que
pertenece al grupo de las bacterias acido-
lacticas. Las cepas pertenecientes al género
Enterococcus, incluidos E. faecium y E.
faecalis, son conocidas por ser productoras
de bacteriocinas, las cuales tienen una activi-
dad antimicrobiana demostrada con bacterias
patogenas (Zamora, 2003). Enterococcus
faecium es utilizado como aditivo probiotico
en animales de produccion, es componente
habitual de la flora intestinal, y tiene la capa-
cidad de fijarse en la pared intestinal con alta
velocidad de multiplicacion, gracias a su afi-
nidad por el medio (Flores, 2014).

Segun Reyes et al. (2012),
Enterococcus faecium puede ser utilizada
para prevenir problemas diarreicos en cer-
dos jovenes y, presumiblemente, puede tener
un efecto benéfico en cerdos en la etapa de
crecimiento-finalizacion al proporcionar un
ambiente intestinal que permite mayor apro-
vechamiento de los nutrientes. Asimismo, se
le asocia con una disminucion de diarreas
después del destete.

Cepa 103M2

El analisis taxonémico de la secuencia
de 505 pb contra la base de datos nr/nt del
NCBIlindica 100% de identidad en el total de
la longitud con secuencias de ITS pertene-
cientes a la especie Pichia kudriavzevii
(Candida krusei), siendo asi que se le clasi-
fica como perteneciente a la especie Pichia
kudriavzevii (Issatchenkia orientalis),
cuyo anamorfo es denominado Candida
krusei.

Este género no tiene antecedentes de
ser utilizado como probidtico; sin embargo,
debido a su naturaleza patogénica oportunis-
ta, llama la atencion cientifica sobre la segu-
ridad de su explotacion industrial (Yadav et
al., 2012).
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CONCLUSIONES

e  Selogré identificar molecularmente a dos
de nueve cepas aisladas. Estas fueron
codificadas como Ml3a para
Enterococcus faecium y 103M2 como
Candida krusei.

e Los resultados de pruebas in vitro de-
mostraron que Enterococcus faecium
podria ser utilizado potencialmente como
probidtico.

e E. faecium es asociado mayormente al
tracto intestinal del cerdo, de alli que
puede tener un efecto positivo para la
disminucién de diarreas posdestete.

e Se requiere de mas estudios para reco-
mendar la cepa Candida krusei como
suplemento nutracéutico.

e Este trabajo es el primer reporte
molecular de Enterococcus faecium en
estiércol de terneros Brahman en el de-
partamento de Sucre, Colombia.
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