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RESUMEN

Se evaluaron las caracteristicas probiodticas de cepas nativas aisladas de ganado cebd y se realizé identificacion molecular de una
de estas cepas, para considerar su posterior aplicacion como aditivos microbianos en la alimentacién bovina. Se usaron muestras
de estiércol de terneros de levante, se aislaron bacterias y levaduras, determindndose la capacidad probidtica de estas cepas me-
diante pruebas como; resistencia a sales biliares (0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 %), resistencia a pH acido (pH 3, 4, 5.6, 7), tolerancia a NaCl
(2, 4, 6, 8,10 %), actividad antagénica (Salmonella spp., y Escherichia coli), produccién de gas a partir de la glucosa, y crecimiento a
diferentes temperaturas (37 y 40 °C). La identificacion preliminar de las cepas se realiz6 mediante: tincion de Gram, tincién de en-
dosporas (método de Wirtz), prueba de la catalasa, prueba de oxidasa. Se seleccioné una de las cepas que superd las pruebas pro-
bidticas para su identificacion mediante métodos moleculares y se realizé el andlisis filogenético de la misma utilizando la base de
datos NCBI Reference Sequence (RefSeq). Los ensayos se organizaron en un disefio completamente al azar, los resultados obteni-
dos por triplicado se sistematizaron en el software Statgraphics Centurion XVI y el efecto de los diferentes tratamientos se analizé
estadisticamente mediante andlisis de varianza. Se aislaron 10 cepas nativas, identificindose molecularmente a Bacillus toyonensis.
Esta investigacion representa el primer reporte molecular de B. toyonensis en estiércol de terneros de levante cebi en el Departa-
mento de Sucre, el cual ha sido ampliamente utilizado como probidtico en la nutricién animal.

Palabras claves: bovino, cepas, probiético, ternero.
ABSTRACT

Probiotic characteristics of isolated native strains from zebu cattle were evaluated and molecular identification of one
of these strains was performed to consider their subsequent application as microbial additives for bovine feeding. Ma-
nure samples were collected from growing zebu calves. Bacteria and yeasts were isolated and the probiotic capacity
of these strains was determined by means of tests such as; resistance to bile salts (0.05, 0.1, 0.15 and 0.3 %), re-
sistance to acid pH (pH 3, 4, 5.6, 7) tolerance to NaCl (2, 4, 6, 8, 10 %), antagonistic activity (Salmonella sp. and Esche-
richia coli), gas production from glucose, and growth at different temperatures (37 and 40 °C). Preliminary identifica-
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tion of the strains was performed by techniques such as: Gram staining, endospore staining (Wirtz method), catalase
and oxidase test. One of the strains that exceeded the probiotic probes was selected for its identification employing
molecular methods and the phylogenetic analysis was performed using the NCBI Reference Sequence (RefSeq) data-
base. The trials were organized in a Completely Randomized Design, whose results obtained in triplicate were system-
atized in the Statgraphics Centurion XVI software and the effect of the different treatments was analyzed statistically
through an analysis of variance. 10 native strains were isolated, identifying Bacillus toyonensi molecularly. This research
represents the first molecular report of B. toyonensis in manure from growing zebu calves in the Sucre Department,
which has been widely used as a probiotic in animal nutrition.

Key words: bovine, strains, probiotic, calves.
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INTRODUCCION

Actualmente, la produccién animal a nivel mundial en-
frenta un sin ndmero de desafios, los aspectos de bie-
nestar animal tienden a predominar, pero la nutricion y
la salud también resultan ser problematicas. Es por ello
que en los sistemas de produccién animal intensiva se
introducen nuevos productos y tecnologias que permi-
ten la obtencion de alimentos mas seguros y que al mis-
mo tiempo contribuyan a producciones con una sosteni-
bilidad econémica adecuada (Pedroso et al., 2012).

Los recursos forrajeros naturales de la region Caribe se
consideran insuficientes para la sostenibilidad de los
sistemas de produccién con rumiantes, particularmente
por su disponibilidad biestacional (Rangel-Ch, 2015).
Como el Departamento de Sucre basa su economia
principalmente en la ganaderia no es ajeno a esta pro-
blematica (Lombana et al., 2012) y se proponen diferen-
tes alternativas para cubrir las demandas nutricionales
de los animales, una de ellas es la practica de suplemen-
tacion con probidticos.

Por otro lado, la especie bovina, esta expuesta a diferen-
tes enfermedades durante su ciclo de produccién y una
de ellas es el sindrome diarreico de origen infeccioso
que se presenta frecuentemente durante los primeros
diez dias de edad. Entre los agentes infecciosos mas
importantes que intervienen en la enfermedad estan
Escherichia coli y Salmonella (Zurita et al., 1990). Para
contrarrestar los efectos de dichas enfermedades se utili-
zan los antibiéticos de amplio espectro; pero estos com-
puestos han originado graves problemas de resistencia
microbiana y efectos residuales colocando en riesgo la
inocuidad alimentaria (Mathur & Singh, 2005).

Debido a esto se han introducido los probiéticos como
una alternativa natural al uso de los antibiéticos, pues no
generan efectos colaterales, al contrario, benefician la
salud del animal, mejorando el equilibrio de su microbio-
ta intestinal (Gutiérrez et al., 2013).

Aprobado: octubre 3 de 2019

Una microflora intestinal equilibrada y estable es de vital
importancia para las funciones optimizadas del sistema
digestivo y por lo tanto para la prevencion de enferme-
dades (Salminen et al., 1998).

La mayoria de microorganismos que se utilizan como pro-
bidticos en los animales pertenecen generalmente a las
especies Lactobacillus. Enterococcus y Bacillus, aunque
también se utilizan levaduras (Saccharomyces cerevisiae) y
hongos (Aspergillus oryzae) (Castro y Jimeno, 2001).

Los probidticos usados en bovinos reducen o eliminan
los patégenos en el tracto gastrointestinal, asi como resi-
duos de antibiéticos y otras sustancias analogas en pro-
ductos finales, mejorando el indice de conversién y redu-
ciendo la incidencia de diarreas (Matin & Nisbet, 2005).

Los microorganismos utilizados como probidticos en
rumiantes provienen de otras regiones geograficas, tie-
nen un alto costo y son de dudosa calidad e incluso de
otras especies animales, sin contar con especies nativas
autoctonas. Por lo anterior, es necesario el aislamiento y
caracterizacion molecular de microorganismos con po-
tencial probiético de heces de terneros de levante de
ganado cebud en el Departamento de Sucre, Colombia,
con la finalidad de seleccionar las mejores cepas para su
posterior aplicacion como aditivos microbianos en la
alimentacion bovina.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio

Este estudio se realizé en el Departamento de Sucre,
Colombia, en dos fincas perteneciente la subregion
Montes de Maria (Municipio de Ovejas), en donde se
seleccionaron terneros de levante con edades de entre
1y 2 anos, machos y hembras, de raza Cebd.

Aislamiento de los microorganismos
A partir de un pool de heces de al menos tres terneros
sanos por finca, alimentados sin concentrado y sin ser
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tratadas con antibiéticos por lo menos tres meses antes,
se aislaron en el laboratorio de Biotecnologia GRUBIO-
DEQ de la Universidad de Cérdoba, bacterias del géne-
ro Bacillus spp., Lactobacillus spp., y levaduras del géne-
ro Candida, utilizando medios selectivos, Agar de Man
Rugosa Sharpe (MRS) (Lactobacillus spp.), Nutritivo mo-
dificado con CMC y Almidén al 0.1% (Bacillus spp.) y
Agar Sabouraud Dextrose (SDA) para Levaduras; para su
crecimiento e identificacion (Rondén et al., 2008).

En cada cepa aislada se realizaron pruebas preliminares:
Tincion de Gram, tincion de endosporas (método de
Wirtz), prueba de la catalasa, prueba de oxidasa.

Evaluacion de las caracteristicas probioticas “in vitro”
Las cepas preseleccionadas se sembraron en tubos de
cultivo con 10 mL de caldo MRS, nutritivo modificado o
SDA segun su aislamiento. Posteriormente se incubaron
por 24 h a 37 °C. A partir de estos cultivos con 1 mL de
cada cultivo se realizaron diluciones seriadas; de la dilu-
cién 105 y 106 se tomd 0,1ml y se sembré en los me-
dios MRS para conteo de células viables. Conocida la
concentracion de los inéculos de cada microorganismo,
se le realiz6 a cada cepa las pruebas probidticas.

Tolerancia a cambios de pH

La sobrevivencia y resistencia a pH 3, 4, 56 y 7
(ajustado con HCI 5%), el porcentaje de resistencia a
pH fue calculado por la siguiente ecuacion (Kociubinski
et al., 1999):

{%)Mﬂg pHx100

(%) MRS (inoculo)

UaRpH =

La tolerancia a la acidez se estimé al comparar el conteo
de bacterias viables en agar MRS para la hO y las células
sobrevivientes después de la incubacién a 37°C en condi-
ciones de anaerobiosis durante 24 horas pH acido por 3 h.

Tolerancia a sales biliares

El ensayo se realiz6 a diferentes concentraciones de
sales 0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 % (p/v) ajustado el pH =7 con
HCI 5 %, e incubacién a 37 °C durante 24 horas; al ca-
bo de este tiempo la sobrevivencia y resistencia a sales
biliares se comprobé mediante la determinacién del
ndmero de células viables (Avila et al., 2010).

Tolerancia a cambios de temperatura

Las diferentes cepas fueron sometidas a una temperatura
de 40 °C, durante 24 horas; la sobrevivencia y resistencia a
esta temperatura se comprobé mediante la determinacién
del ndmero de células viables (UFC) (Rubio et al., 2008).

Tolerancia a altas concentraciones de Cloruro de sodio
(NadCl)

La prueba se realizé utilizando los caldos MRS, Malta,
Nutritivo y diferentes concentraciones de NaCl: 2, 4, 6,
8y 10 % (p/v), con incubacién a 37 °C durante 24 ho-
ras; finalizado el tiempo se determiné el crecimiento a
altas concentraciones de NaCl mediante la medicion de
la densidad éptica (DO) a 600 nm a 0 y 24 horas
(Rondén et al., 2008).

Fermentacion de la glucosa

Se utilizaron los caldos MRS, Malta, Nutritivo, que con-
tenian 0.2 % (v/v) de una solucion de purpura de bro-
mocresol (0.5 %) y campanas de Durham; luego de la
inoculacién las muestras se incubaron a 37 °C durante
48 horas. Se consideraron positivos los tubos con burbu-
jas de gas en los viales (Rondon et al., 2008).

Prueba de antagonismo

Esta prueba se realizé contra Salmonella spp., y E. coli
pertenecientes al banco de cepas del laboratorio GRU-
BIODEQ), las cuales se sembraron en forma masiva en
agar Mueller Hinton; en la superficie de éstos se coloca-
ron discos impregnados con los microorganismos de
ensayo; se introdujeron en la nevera durante 30 minutos
(T =15 °C) y después se incubaron a 37 °C durante 48
horas. La accién antagoénica se evidencié por la presen-
cia de halos de inhibicion y crecimiento alrededor de los
discos (Mejia et al., 2007).

Capacidad de crecimiento

Las cepas que resistieron la presencia de sales biliares y
acidez se cultivaron en 30 mL de caldo MRS, Nutritivo
modificado, SDA y se incubaran a 37 °C durante 24 y
48 horas; el crecimiento se comprob6 mediante la de-
terminacion del ndmero de células viables (UFC) y se
determind su porcentaje (Laurencio et al., 2002).

Identificacion molecular y analisis filogenético
Para la identificaciéon molecular se utilizé una de las cepas
que supero las pruebas probidticas, de la siguiente forma:

Extraccion del DNA genémico

Para la extraccién del DNA genémico del microorganis-
mo con caracteristicas probidticas se utilizé el kit comer-
cial QIA amp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN Corporati-
on). Siguiendo las instrucciones del fabricante.

Amplificacion por PCR para la deteccion del DNA ge-
némico

Se realizo6 la amplificacion por PCR de la region genética
de 1465 pb que codifica para la subunidad 16S del RNA
ribosomal de procariotas. Utilizando los cebadores
(Primers) 27F, 518F, 800R, y 1492R para la identifica-
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ciéon molecular de la cepa aislada con caracteristicas
probidticas, la cual fue caracterizada previamente.

Electroforesis

Los productos amplificados por PCR se separaron me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 2 %, previa
tincion con GelStar™ Nuclein Acid Gel Stain 10,0000X,
segln las especificaciones del fabricante. El gel se corrio
utilizando el buffer Tris- Acido Borico- EDTA (TAE) al
0.5X durante 50 minutos, a 80 voltios, y se visualizé en
un transiluminador de luz ultravioleta. Los productos se
analizaron en base al tamano del segmento y se compa-
raron con los segmentos obtenidos de los controles po-
sitivos de cada cepa.

Purificacion del fragmento de PCR amplificado
Para la purificacion se utilizé6 MinElute Gel Extraction Kit
(QIAGEN), segtn indicaciones del fabricante.

Secuenciacion del DNA
Los productos de PCR una vez purificados se enviaron a
la empresa (Macrogen) para su secuenciacion.

Analisis bioinformatico

El andlisis taxonémico de la secuencia problema se reali-
z6 mediante la comparacion contra las bases de datos
National Center for Biotechnology Information (NCBI),
Greengenes (Laurence Berkeley National Laboratory) y
Ribosomal Database Project (RDP). El alineamiento y ge-
neracién de un arbol de distancias se hizo utilizando las
secuencias con mayor similitud a la secuencia problema.

Diseno y analisis estadistico

Los ensayos se distribuyeron en un diseno completamen-
te al azar (DCA) y los resultados, obtenidos por triplicado,
se sistematizaron y analizaron en el software Statgraphics
Centurion XVI. Se comprobé la homogeneidad de varian-
za por el método de Bartlett y el test de normalidad de
Shapiro-Wilk, luego se realiz6 andlisis de varianza
(ANOVA) dentro de cada concentracion y para cada ce-
pa aislada, con el fin de comparar los tratamientos. De
igual forma se evalué la diferencia de los valores de las
medias de los grupos en términos de varianza intragrupal
utilizando el método de diferencia honestamente signifi-
cativa (HSD) de Tukey a un 95 % de confianza, ademas
de métodos gréficos de representacion de resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron y caracterizaron morfolégicamente 10 colo-
nias nativas presentes en muestras de heces de terneros
de levante de la raza cebd, correspondientes a cuatro
cepas de bacterias acido lacticas (BAL) (agar MRS), tres
bacilos Gram positivos (agar nutritivo) y tres levaduras
(Sabouraud Dextrose agar), determinadas a través de las
distintas pruebas preliminares. Posteriormente se realiza-
ron todas las pruebas probiéticas para cada una de las
cepas, como se describe a continuacion:

Tolerancia a cambios de pH

Los andlisis para las cepas BAL muestran los siguientes
resultados (tabla 1). La cepa M1 4b, aislada en agar
MRS, presenté un crecimiento superior para los valores
de pH 4, mientras que la cepa M2 4a lo estuvo para un

Tabla 1. Poblacién viable de bacterias y levaduras en medios con cuatro niveles de pH.

CEPAS pH 3,0 | pH 4,0 | pH 5,6 pH 7,0
Bacterias acido lacticas (UFC/mL)

M2 4a 0 Os 6.01e8, 8.95e8,

ML 10%e 1.56eb6 1.62e6 3.07e8., 3.07e8

M1 4b 0 4.75e7 a 3.32667e8 ., 2.21e8

ML 10°c 121eb6 1.27667eb6 1.36e8, 1.92667e8 ¢

Bacterias celuliticas (UFC/mL)

M1 104 666667 - 1.3e7.a 2.11667e8 , 2.09e8,

M1 10° 6.66667e6 - 1.6e7a 2.7e7 6.9e7 .,

M2 10° 1.41e8 , 3.87e7 5 2.32333e8 , 5.e8 .,

Levaduras (UFC/mL)

M1 102 1.e6¢: 5.e7a 7.6, O

M1 10° 160000 » 246667 ¢ 4.56667e7 500000 »

M2 4b 880000 » 1.44e6, 7.e7 71e7a

Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma co-

lumna de letras. M: muestras y alfanumérico: cédigo.
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Tabla 2. Poblacién viable de bacterias y levaduras en medios con cuatro concentraciones de
sales biliares.

Cepas | 0.05 % 10.1% [ 0.15 % 1 0.3 %
Bacterias acido lacticas (UFC/mL)

M2 4a 9.773eb, Op Os Ob

ML 10%e 1.1167e8 , 2.67e7 2.67e7 1.323e8
M1 4b 1.32e8, 8.9e7 , 8.9e7 , 3.9e7
ML 10° ¢ 1.467e8 , 3.8e7 » 3.8e7 1.88e8 ,
Bacterias celuliticas (UFC/mL)

M1 10# 1.26667e8 , 2.473e8, 2.78ebp 9.367e7 5
M1 103 2.10667e8 , 2.467e8 , 1.61e8, 1.067e8 ,
M2 10° 5.19333e€8 . 5.467€8 , 8.367e7 2.98e8 ,
Levaduras (UFC/mL)

M1 102 2.267e7 , 2767 v 6767 » 4567e7 »
M1 103 2.3e7, 6666.67 » 286667 » Op

M2 4b 1.273e8 , 1.3267e8 , 1.4167e8 , 1.3e8 ,

Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de letras. M: muestras y alfanumérico: cédigo.

pH de 7; las demas cepas se comportan similar al pH
5,6. Esto sugiere que el maximo crecimiento de estas
cepas se encuentra enmarcado en estos niveles de pH.
Algunos microorganismos acido lacticos evaluados no
soportaron pH 3.0 lo que implica que no son lo suficien-
temente aptos para colonizar el intestino ya que primero
deben superar el ambiente acido del estémago. Delga-
do (2005) reporté datos similares a lo mostrado en esta
investigacion donde algunos aislados evaluados no cre-
cieron a pH 3. En cuanto a las bacterias celuloliticas no
hubo diferencias significativas en cuanto a los diferentes
niveles de pH, sélo la cepa M2 10’ presenté diferencia
frente a las demds cepas. Respecto a las levaduras la
cepa M2 4b presenté un mejor comportamiento frente
a las variaciones de pH siendo superior en valores de
pH 4y 7; lo cual indica la supervivencia en condiciones
extremas de pH.

Tolerancia a sales biliares

De las cepas seleccionadas como microorganismos con
potencial pro biético respecto a las BAL sélo la M2 4a
no presentd tolerancia ante altas concentraciones, las
otras cepas tuvieron igual comportamiento. En cuanto a
bacterias celuloliticas la cepa M2 10°tuvo mayor resis-
tencia ante las diferentes concentraciones de sales bilia-
res y para las levaduras la cepa M2 4b mostré6 igual re-
sistencia para las diferentes concentraciones analizadas
(tabla 2).

Todas las cepas evaluadas fueron capaces de resistir y
crecer en presencia de las sales biliares. Para que una ce-
pa probidtica produzca una buena actividad metabdlica es

necesario que sea capaz de colonizar el intestino delgado,
por lo que la tolerancia a bilis es un criterio esencial para
la seleccion de bacterias lacticas (Maré et al,, 2006).

Tolerancia a cambios de temperatura (Crecimiento a
40 °C)

Todas las cepas presentaron crecimiento a temperatura
de 40 °C, siendo las cepas M2 10° y M110* las que mos-
traron los mayores valores en poblacién, el resto tam-
bién crecid, pero con valores menores.

En su mayoria las cepas presentaron crecimiento a 40 °
C, siendo las cepas M2 10° y M110* las que mejor con-
centracion tuvieron a esta temperatura (tabla 3).

Estos resultados eran de esperarse, ya que estos micro-
organismos fueron aislados del rumen donde normal-
mente la temperatura es de 40 °C debido a la enorme
cantidad de procesos metabdlicos que se producen, la
temperatura aqui suele ser 1 o 2 grados por encima de
la temperatura corporal del animal (38 a 42 °C) (Van y
Regueiro, 2008).

Tolerancia a las altas concentraciones de Cloruro de
Sodio

En la tabla 4 se presentan los resultados de los microor-
ganismos seleccionados enfrentados a concentraciones
altas de cloruro de sodio. Se observé un efecto significa-
tivo en el crecimiento de los diferentes microorganismos
a las concentraciones de 2 y 4% de NaCl, sin embargo, a
la concentracién de 8 y 10% hubo una disminucion
(tabla 4). Las cepas que mostraron mayor resistencia a
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Tabla 3. Promedio de crecimiento a 40 °C en UFC/mL*106¢.

Cepa Promedio Desviacion estandar
ML 10°e 6.93*107 9.02*108
M1 104 1.60*108% 5.29*107
M2 10° 2.17*108 1.26%108
M1 10°%a 5.00*107 1.00%107
M2 4b 3.13%107 2.58%107

Tabla 4. Evaluacién del crecimiento de bacterias y levaduras en medios con cinco porcentajes de

NaCl (Absorbancia a 600 nm). Densidad 6ptica (DO).

Cepas | 2% | 4% | 6% | 8% | 10%
Bacterias acido lacticas (UFC/mL)

M2 4a 0.85, 0.631: 0.398 & 0.306s 0.299 &
ML 10%e 1.934, 0.744 , 0.405, 0.38 s 0.35,4
M1 4b 0.875, 0337, 0.285, 028 » 024,
ML 10°c 0.843, 0.705, 0.469, 0.404 , 0.36,
Bacterias celuliticas (UFC /mL)

M1 104 0.741 4 0.58 » 0.367 , 0287 , 0279,
M1 10° 0.642; 0.338» 02885 0.287 , 0.286,
M2 10° 0.7275 0.651, 0.39, 0.291, 0.288,
Levaduras (UFC/mL)

M1 102 0.339, 0.336s 0.294, 0.293 0.276s
M1 103 1.023: 0.3454 0.334s 0.349, 0.308s
M2 4b ¥221% 0.928, 0271» 02085 02035,

Nota: No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma

columna de letras. M: muestras y alfanumérico: cédigo.

altas concentraciones de sal fueron los aislados de bacte-
rias BAL seguido por la bacteria celulolitica y la levadura.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta prueba,
los microorganismos seleccionados en este estudio tie-
nen capacidad para adaptarse facilmente a condiciones
de salinidad relativamente altas. Esta estrategia es funda-
mental para que los microorganismos soporten un estrés
osmético debido a la presencia de una alta concentra-
cion de sal, como ejemplo, la mayoria de las levaduras,
independientemente de su habitat normal, son capaces
de crecer en las concentraciones de NaCl que se en-
cuentran en el agua de mar (Van Uden, 1968).

Prueba de Antagonismo
La prueba de antagonismo frente a patégenos, Los mi-
croorganismos aislados presentaron poca actividad anta-

gonica frente a E. coli y Salmonella, con excepcién de
M1 10°y ML 10% (tabla 5).

La capacidad antagonica frente a enterobacterias es uno
de los criterios para la seleccién de cepas probidticas en
nutricion animal (Pérez, 2008). Lara y burgos (2012) re-
portaron que Lactobacillus spp., produjo halos de inhibi-
cion de 1 mm frente a Salmonella spp., y E. coli, lo cual
puede deberse a la produccion de sustancias inhibitorias
como bacteriocinas y acido lactico (Domitille et al., 2005).

IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS
CON POTENCIAL PROBIOTICO

Identificacion molecular y analisis filogenético

Debido a que la cepa M1 10° fue uno de los microorga-
nismos que superd las pruebas probidticas, se utilizé éste
para realizarle analisis molecular. Se determiné mediante
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Tabla 5. Medias para halos de inhibicion (mm) por cepas acido lacticas, nutritivo
y levaduras frente a Salmonella spp., y E. coli.

Antagonismo (Salmonella Antagonismo

Cepas spp.) (E. coli)
Halos (mm) Halos (mm)

M1 102 0 0
M1 103 6.66 0
M1 104 0 0
M1 10° 7.42 7.03
ML 10°c 0 0
ML 10°%e 7.5 7.22
M14b 0 0
M2 4a 0 0
M2 4b 0 7.40
M2 10° 0 0

la herramienta Ribosomal Database Project (RDP), que se
trata de una secuencia de un microorganismo pertene-
ciente al género Bacillus con un 100 % de confidencia.

La base de datos de secuencias 16S RDP, usando el algo-
ritmo Segmatch RDP contra aislamientos cultivados, indi-
ca que la secuencia problema ensamblada es muy similar
en la mayoria de su longitud con las cepas tipo identifica-
das como B. toyonensis, B. thuringiensis, B. cereus, o Baci-
llus spp., la bisqueda en la base de datos Greengenes
indica que la secuencia estudiada es muy similar a se-
cuencias de B. cereus, B. thuringiensis, Bacillus spp., los
resultados del andlisis taxonémico de la secuencia pro-
blema ensamblada de 1202 pb contra la base de datos
refseq del NCBI indican que tiene un 100 % de identi-
dad en el 99 % de su longitud, con secuencias del gen
ribosomal 16s pertenecientes a B. toyonensis (figura 1).

En la figura anterior se observa la relacion entre la cepa
M1 10° (codigo en el arbol: 18-1 (reversed)) y B. toyo-
nensis, B. thuringiensis, y B. cereus. En la base de cada
clado se muestra el soporte de rama (bootstrap), expre-
sado como el porcentaje de veces en que el andlisis
produjo la misma asociacién entre las secuencias. Este
arbol fue construido a partir de las 40 secuencias tipo de
microorganismos cultivables mds cercanas (Neighbor
joining y Bootstrap 100), disponibles en la base de datos
de Refseq NCBI, muestra que la secuencia problema se
agrupa con las especies B. toyonensis, B. thuringiensis, y
B. cereus. De acuerdo con los resultados de busquedas
en las distintas bases de datos, el aislamiento M1 10°
pertenece al grupo de B. cereus este es un grupo de

bacterias Gram-positivos, formadores de esporas, el cual
constituye una rama independiente homogénea dentro
de B. genus, compuesto entre otras especies por B. thu-
ringiensis, B. anthracis y B. toyonensis (Sacchi et al., 2002;
Jiménez et al., 2013). Estas especies tienen alto grado de
similitud a nivel del gen ribosomal 16S, por lo tanto, pa-
ra poder discriminar entre ellas, es necesario usar regio-
nes especificas de otros genes menos conservados.

Entre las diferentes cepas probidticas formadoras de
esporas, B. cereus var. Toyoi (cepa BCT-71127) ha estado
en uso desde 1975 cuando fue aprobada oficialmente
por el Ministerio Japonés de Agricultura y Silvicultura
como la preparacion comercial TOYOCERIN®. Las es-
poras de BCT-7112" se han utilizado en la nutricién ani-
mal para porcinos, aves, ganado, conejos y acuicultura
durante mas de treinta afios en una amplia gama de
paises alrededor del mundo. En la Comunidad Europea,
TOYOCERIN® fue autorizado por primera vez por la
Comisién Europea en 1994 para su utilizacion en la es-
pecie porcina, siendo el primer microorganismo autori-
zado por la Uniéon Europea para ser utilizado como aditi-
vo en la alimentacion, y posteriormente se autorizé tam-
bién para su uso en aves de corral, ganado y conejos
(Jiménez et al., 2013).

Los estudios de identificacion inicial asignaron esta cepa
dentro de la especie B. cereus (Kozasa et al., 1977). Sin
embargo, dado a que una serie de caracteres fenotipi-
cos pueden diferenciar BCT-7112" del fenotipo principal
de la especie, se consider6 que era una variante y se
denominé B. cereus var. Toyoi (Kozasa et al., 1977). Du-
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Figura 1. Arbol filogenético de la cepa M1 10°.

rante muchos afos esta cepa ha sido objeto de numero-
sos estudios para demostrar su naturaleza no toxigénica
en la produccion industrial (Trapecar et al, 2011; Wi-
lliams et al., 2009), asi como estudios de identificacion
molecular para diferenciar BCT-71127 de cepas de into-
xicacion alimentaria (Klein, 2011; Mietke et al., 2010;
Pecoraro y Bucher, 2002).

Sin embargo, esta cepa es resistente a cloranfenicol y
tetraciclina (genes tetM y catQ), un rasgo que general-
mente se considera desaconsejable para su introduccion
en la cadena alimentaria si se asocia con elementos ge-
néticos méviles (MGEs). Por lo tanto, Glenwright et al.
(2017), realizaron una investigacién para identificar los
genes responsables de estos fenotipos de resistencia y
establecer si eran intrinsecos o adquisiciones recientes
asociados con la transferencia horizontal de genes. En
conclusion, esta investigacion mostré claramente que
los genes tetM y catQ de B. toyonensis BCT-7112 Tson
intrinsecos no sélo a esta especie, sino también al grupo
B. cereus (sensu lato). La naturaleza intrinseca probada y

no transferibilidad de estos genes de resistencia a anti-
bioticos en B. toyonensis BCT-7112 T corroboran reco-
mendar el uso seguro de esta cepa como aditivo en la
alimentacion animal.

Una investigacion realizada por Jiménez y colaboradores
(2013) demostré que a pesar de que la cepa BCT-71127
fue, inicialmente, clasificada como B. cereus, mostr6 dife-
rencias gendomicas significativas de las cepas tipo del
grupo B. cereus que fueron lo suficientemente grandes
(valores ANI por debajo del 92 %) y permitieron conside-
rarla como una especie diferente dentro este grupo. El
estudio taxonémico polifasico proporcioné suficientes
pardmetros discriminatorios para clasificar BCT-71127
como una nueva especie dentro del género Bacillus para
la cual el nombre B. toyonensis spp., nov. fue propuesto,
con la designacion de cepa tipo BCT-71127 (= CECT
876"; = NCIMB 14858"), (Oren y Garrity, 2014).

Recientemente Janssens y colaboradores (2017) publica-
ron una investigacion donde presentaron el proyecto del
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genoma de otra cepa de B. toyonensis (B. toyonensis VU-
DES13), la cual fue aislada del intestino medio del co-
[émbolo que vive en el suelo Folsomia candida. Compa-
rando VU-DES13 con BCT-7112" (cepa tipo), ésta exhi-
bi6é “hits” para tres grupos de genes biosintéticos adicio-
nales por antiSMASH, asi como 13 -lactamasas adiciona-
les. Y ademas no observaron genes de virulencia relacio-
nados con otros miembros del clado de B. cereus (B.
anthracis, B. cereus y B. thuringiensis).

Esta investigacion representa el primer reporte molecu-
lar de B. toyonensis en estiércol de terneros de levante
cebu en el Departamento de Sucre, el cual ha sido am-
pliamente utilizado como probidtico en la nutricién ani-
mal. Los resultados obtenidos en las pruebas in vitro
realizadas demostraron que esta cepa posee caracteristi-
cas para ser utilizada potencialmente como probiético.

CONCLUSIONES

Esta investigacion representé el primer reporte molecu-
lar de Bacillus toyonensis en estiércol de terneros de le-
vante cebu en el departamento de Sucre, los resultados
obtenidos en las pruebas in vitro realizadas demostraron
que esta cepa posee caracteristicas para ser utilizada
potencialmente como probidtico. Con esta investigacion
se pretende crear el primer banco de cepas probidticas
nativas, aisladas de ganado cebu en el departamento de
Sucre que seran usadas para futuros estudios y para la
elaboraciéon de biopreparados con accion probidtica
como alternativa a la utilizacién de antibiéticos en la
nutriciéon animal.
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