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Resumen y Abstract IX

Resumen

La metagendmica del gen 16S rRNA se ha convertido en una herramienta eficiente para caracterizar las
comunidades bacterianas de la leche cruda infectada por mastitis bovina dado que las técnicas
dependientes de cultivo no permiten recuperar todos los microorganismos causantes de la
enfermedad. En esta investigacidn se usé la secuenciacion de préxima generacion (NGS) lllumina MiSeq
de la region hipervariable V4 del gen 16S rRNA para identificar la composicién bacteriana de la leche
cruda de bovinos infectados con mastitis subclinica. El estudio se desarrollé en el departamento del
Valle del Cauca y las muestras se tomaron en tres hatos con diferentes niveles tecnolégicos. El analisis
bioinformatico se desarrollé con el software Mothur V1.35.1 usando la base de datos SILVA como
referencia, se alinearon 5.318.994 secuencias con longitud media de 272 pb, se obtuvieron 1.975.322
secuencias Unicas y finalmente se obtuvieron los filotipos asignados a nivel género. Los perfiles
filogenéticos revelaron que independiente del nivel tecnoldgico los cuatro filos dominantes fueron:
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. Se detectaron alrededor de 394 géneros
con abundancia variable donde Pseudomonas y Acinetobacter fueron los géneros predominantes en
hatos de nivel tecnoldgico alto y medio, contrario a esto en el hato de nivel tecnoldgico bajo predominé
el género Staphylococcus. El microbioma central mostré que los taxones bacterianos compartidos por
todas las muestras fueron en orden descendente: Acinetobacter, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus, Delftia, Stenotrophomonas. También se identificaron microorganismos patogénicos
importantes como el género Escherichia-Shigella. Esta investigacidn permitio identificar y comparar en
las muestras de leche bacterias patdgenas asociados a la mastitis subclinica. Los hallazgos de este
estudio pueden ayudar a formular estrategias para la prevencién y el tratamiento de la mastitis pues se
identific6 de manera precisa las bacterias causales de la enfermedad y por consiguiente reducir las

pérdidas econémicas que incurren por ello.

Palabras clave: (Mastitis, 16S rRNA, NGS, lllumina MiSeq, diversidad bacteriana).
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Abstract

Metagenomics has become an efficient tool to characterize the bacterial communities of raw milk
infected by bovine mastitis since culture-dependent techniques do not allow recovering of all the
microorganisms that cause the disease. In this research, the next-generation sequencing (NGS) of
Illumina MiSeq was used to identify the bacterial composition of raw milk from cattle infected with
subclinical mastitis using the hypervariable V4 region of the 16S rRNA gene. The study took place
in the department of Valle del Cauca and the samples were taken in three dairy herds with different
technological development. The bioinformatic analysis was developed with Mothur V1.35.1 using
the SILVA database as a reference. 5,318,994 sequences with an average length of 272 bp were
aligned, and 1,975,322 unique sequences were obtained. Finally, the assigned phylotype were
obtained at the genus level. The phylogenetic profiles revealed that, regardless of the technological
development, the four dominant phyla were: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria and
Bacteroidetes. About 394 genera were identified with variable abundance where Pseudomonas
and Acinetobacter were the predominant genera in dairy herds of high and medium technological
development. On the contrary, at the dairy herd of low technological development, the genus
Staphylococcus was the predominated one. The core microbiome showed that the bacterial taxa
shared by all the samples were in descending order as follows: Acinetobacter, Pseudomonas,
Staphylococcus, Streptococcus, Delftia, Stenotrophomonas. In addition, important pathogenic
microorganisms such as the genus Escherichia-Shigella were also identified. This research allowed
to identify and compare pathogenic bacteria associated with subclinical mastitis in milk samples.
The findings of this study can help to formulate strategies for the prevention and treatment of
mastitis since the causal bacteria of the disease were precisely identified and, consequently, the

economic losses incurred were reduced.

Keywords: (Mastitis, 16S rRNA, NGS, lllumina MiSeq, bacterial diversity)
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Simbolos con letras latinas

Simbolo Término

Kcal Kilocaloria-Unidad de energia térmica

p/P Porcentaje peso a peso

mol Peso atdmico de una molécula de una sustancia quimica en gramos
g Gramo — medida de masa

L Litro — unidad de volumen

mg Miligramo — unidad de masa

ml Mililitro — unidad de volumen

ha Hectdrea — medida de superficie

g Gravedades — medida intuitiva de aceleracién
ng Nanogramos — unidad de medida de masa
nm Nandmetro — unidad de longitud

VoL Volumenes

pb Pares de bases

Simbolos con letras griegas

Simbolo Término

a-B Alfa — Beta

ug Microgramo — unidad de masa
pum Micréometro — unidad de longitud

ul

Microlitro — unidad de volumen
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Abreviaturas

Abreviatura

Término

CMT
CCs
rRNA
NGS
NaCl
MFGM
AGL
LDL
HDL
LUCA
rRNA
LAB
MHC
NK

Ig

LF

LP
SCN-
OSCN-
H.0;
PMN
CS

CE

IMI
APPs
WGS
OoTU
QIIME
MG-RAST

Prueba de california para mastitis (del inglés California mastitis test)

Conteo de Células Somaticas

Acido nucleico ribosomal (del ingles Ribosomal ribonucleic acid)
Secuenciacién de proxima generacion (del inglés Next-generation sequencing)
Cloruro de sodio

Del ingles (Milk fat globule membrane)

Acidos grasos libres

Lipoproteinas de baja densidad (del inglés Low density lipoproteins)
Lipoproteinas de alta densidad (del inglés High density lipoproteins)

Ultimo ancestro comun universal

Acido ribonucleico ribosomal

Bacteria acido lactica, por sus siglas en inglés (del inglés Lactic acid bacteria)
Complejo Principal de Histocompatibilidad

Células asesinas naturales (del inglés natural killer)

Inmunoglobulinas

Lactoferrina

Lactoperoxidasa

Tiocianato

Hipotiocianato

Perdxido de hidrégeno

Neutréfilos polimorfonucleados

Células somaticas

Conductividad eléctrica de la leche

Infeccidn intramamaria

Proteinas de fase aguda

Secuenciacién del genoma completo (del inglés Whole Genome Sequencing)
Unidad taxondmica operacional (del inglés Operational taxonomic unit)
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology)

(Metagenomics - Rapid Annotation using Subsystems Technology)
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Abreviatura

Término

RDP
Qc
ENA
IQR
SNC
SPC
PCoA
ANOSIM
NAST
NT
NTA
NTM
NTB
SBS
dNTP

(Ribosomal Database Project)

Analisis de calidad (del inglés quality control)
Encuesta nacional agropecuaria

Rango intercuartil (del inglés interquartile range)
Staphylococcus coagulasa negativos
Staphylococcus coagulasa positivos

Andlisis de coordenadas principales

Analisis de similaridad

(Nearest alignment space termination)

Nivel tecnoldgico

Nivel tecnoldgico alto

Nivel tecnolégico medio

Nivel tecnoldgico bajo

Secuenciacién por sintesis (del inglés Sequencing by synthesis)

Desoxirribonucledtido trifosfato
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