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RESUMEN 

La mastitis bovina es una inflamación de las glándulas y conductos mamarios que altera el 

rendimiento de leche. La enfermedad es provocada principalmente por bacterias, entre las que se 

encuentran los bacilos Gram positivos que se encuentran típicamente en suelo, agua, polvo, aire, 

heces y vegetación. En la parroquia de Salinas de Guaranda, las principales actividades económicas 

incluyen la elaboración de productos derivados de la leche. Se ha determinado el 84.5% de 

prevalencia de mastitis por animal; sin embargo, no existe registro de las especies de bacilos Gram 

positivos asociados. Se busca identificar mediante técnicas moleculares bacilos Gram positivos 

aislados de muestras de leche de ganado bovino con mastitis a fin de aportar información sobre la 

diversidad de microorganismos asociados, para establecer programas de prevención y control. En 

esta investigación, se estandarizó y validó un método manual de extracción de ADN con el uso de 

CTAB/CAI a partir de bacilos Gram positivos aislados de leche de vacas con mastitis. Se 

obtuvieron las secuencias partiendo de los productos de PCR convencional del gen 16S. El análisis 

de homología en BLAST de once muestras determinó la presencia de tres especies: Bacillus 

licheniformis (55%), Bacillus subtilis (36%), Bacillus velezensis (9%). Con estos resutados se 

realizó un análisis filogenético para demostrar la cercanía evolutiva entre las especies encontradas. 

Con este trabajo se demostró que las bacterias que afectan al ganado lechero en la parroquia Salinas 

de Guaranda son ambientales, por lo que se debe mejorar las prácticas de ordeño.  

PALABRAS CLAVE:  

• MASTITIS BOVINA 

• BACILOS GRAM POSITIVOS 

• GEN 16S 

• ÁRBOL FILOGENÉTICO 
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ABSTRACT 

Bovine mastitis is an inflammation of the mammary glands and ducts that reduce milk yield. This 

disease is caused mainly by bacteria, like Gram-positive bacilli, which are typical in soil, water, 

dust, air, feces and vegetation. In Salinas de Guaranda, the main economic activities include the 

elaboration of milk products. The 84.5% prevalence of mastitis per animal was determined; 

however, there is no record of the associated Gram-positive bacilli species. The aim of this study 

is to identify Gram positive bacilli isolated from milk samples of cattle with mastitis using 

molecular techniques in order to provide information on the diversity of associated 

microorganisms, to establish prevention and control programs. In this research, a manual method 

of DNA extraction with the use of CTAB / CAI was standardized and validated from Gram positive 

bacilli isolated from the milk of cows with mastitis. The sequences were obtained starting from the 

conventional PCR products of the 16S gene. The BLAST homology analysis of eleven samples 

determined the presence of 3 species: Bacillus licheniformis (55%), Bacillus subtilis (36%), 

Bacillus velezensis (9%). With these results, a phylogenetic analysis was carried out to demonstrate 

the evolutionary proximity between the species found. This work showed that bacteria that affect 

dairy cattle in Salinas de Guaranda are environmental, for this is important to improve milking 

practices. 

 KEY WORDS:  

• BOVINE MASTITIS 

• GRAM POSITIVE BACILLI 

• 16S GENE  

• PHYLOGENETIC TREE  
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Formulación del problema 

A nivel mundial, el alto consumo de leche representa un reto para la industria láctea, 

especialmente en Ecuador donde las prácticas de manejo y ordeño carecen de controles sanitarios 

rigurosos (Amer, Aguilar, & Maza, 2015). En Ecuador, la compra de leche representa el 8% del 

consumo de alimentos familiares mensuales (Lituma, 2011). El principal desafío que enfrenta la 

industria lechera es la mastitis, que representa grandes pérdidas económicas al alterar las 

características organolépticas de la leche y su composición (Wellenberg, Van der Poel, & Van 

Oirschot, 2002; Rabello, y otros, 2005).  

La mastitis bovina es una inflamación de las glándulas y conductos mamarios y provoca una 

reducción en el rendimiento de leche, genera aumento del número de tratamientos clínicos y puede 

implicar el desecho temprano de animales (Bedolla & Ponce de León, 2008). Se ha encontrado que 

en Ecuador la mayoría de agentes causales de mastitis son ambientales, principalmente bacterias 

que son introducidas debido a las prácticas de campo por parte de veterinarios, cuidadores y 

propietarios de fincas (Amer S. , 2015). 

Gracias al alcance del proyecto de vinculación “Mejoramiento de la calidad de leche en la 

Cooperativa de Producción Agropecuaria “El Salinerito”, provincia Bolívar, a través del 

diagnóstico de enfermedades zoonóticas y parasitarias en bovinos, y la implementación de buenas 

prácticas de manejo y sanidad animal, y manufactura de productos”, se han desarrollado 

investigaciones con el fin de evidenciar las condiciones productivas del sector y mejorarlas. Se ha 



18 

 

 

llegado a determinar que la prevalencia de mastitis por animal en la Cooperativa es de 84,5%, 

evidenciando su impacto en la producción de leche y en los consumidores (Andrade & Sánches, 

2018). Los estudios de identificación microbiana generalmente se basan en métodos bioquímicos 

tradicionales que han permitido llegar a determinar agentes causales; sin embargo, la identificación 

debe ser respaldada por métodos moleculares (Preethirani, y otros, 2015). En Ecuador se han 

realizado pocos estudios a nivel molecular acerca de la diversidad microbiana causante de mastitis 

(Amer, Aguilar, & Maza, 2015). En la Cooperativa de Producción Agropecuaria “El Salinerito”, 

provincia Bolívar, no se han registrado datos al respecto. Este trabajo permitirá proporcionar una 

base de datos sólida y bien fundamentada para la realización de estudios posteriores, para 

implementar buenas prácticas de ordeño, establecer planes de control y manejo del ganado lechero 

con el fin de prevenir la enfermedad mejorando así la calidad de los productos lácteos.  

1.2. Justificación del problema 

La producción y consumo de leche a nivel mundial han crecido a una tasa promedio anual de 

1,9% a partir de 2006, llegando a su producción máxima histórico de 597 millones de toneladas en 

2016 (USDA, 2018). Ecuador en 2018 alcanzó una producción de 5 022 056 litros de leche (INEC, 

2018). En la región Sierra se encuentra el 90% de las principales industrias lácteas con un 76,5% 

de la producción nacional de productos como: leche pasteurizada, quesos y crema de leche 

(Contero, 2008).  

En la parroquia de Salinas de Guaranda, las actividades económicas incluyen la elaboración de 

productos lácteos, confitería, embutidos y textiles; principalmente la producción y distribución de 

quesos (Balarezo & Poveda, 2018). Por lo que es importante mejorar la calidad y sabor de los 

productos lácteos al optimizar los controles sanitarios de los proveedores de leche (Andrade & 
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Sánches, 2018). Se ha determinado como el principal problema de los pequeños, medianos y 

grandes productores en la zona a la mastitis, por lo que se debe mejorar factores como las buenas 

prácticas de ordeño, manejo y control de la enfermedad y brindar asesoramiento técnico (Balarezo 

& Poveda, 2018). La mastitis en la parroquia Salinas de Guaranda ha generado una perdida 

promedio de 6,47 litros de leche por día y por vaca  (Andrade & Sánches, 2018). 

La mastitis es considerada una de las enfermedades más importantes que afectan a la industria 

láctea, porque puede alterar la producción, el sabor y la apariencia de la leche (Booth, 1981). En 

Ecuador se ha encontrado que la incidencia de mastitis bordea el 80%  (Amer, Aguilar, & Maza, 

2015), evidenciando su gravedad. El impacto se da por la disminución en la producción y deterioro 

en la calidad de leche, también porque la inflamación puede llegar a provocar el sacrificio del 

animal (Chagunda, Friggens, Rasmussen, & Larsen, 2006). El 26,5% de las vacas lecheras 

sacrificadas en el continente americano son debidas a trastornos causados por la mastitis (Wolter, 

Castañeda, Kloppert, & Zschoeck, 2002); por lo que esta afección debe ser investigada a fondo con 

el fin de evitar pérdidas económicas en el sector pecuario.   

La etiología de la mastitis muestra notables variaciones entre países, regiones, o incluso entre 

granjas y rebaños, por lo que es fundamental identificar los microorganismos relacionados antes 

de considerar un control de la enfermedad (Preethirani, y otros, 2015). Son muchos los factores 

que pueden causar mastitis, el principal es la presencia de microrganismos patógenos (Andrade, y 

otros, 2017). En la actualidad, el tratamiento consiste en el uso de antibióticos, generando 

resistencia por parte de los microorganismos o quedar residuos químicos en la leche (Amer, 

Aguilar, & Maza, 2015). Por esto, la identificación de los agentes causales de la mastitis podría 

contribuir con la mejora de la calidad de los productos lácteos.  
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Se ha demostrado que en Ecuador, la presencia de infecciones intramamarias están directamente 

relacionadas con las prácticas de manejo del ganado, principalmente el ordeño y vacunación 

(Amer, Aguilar, & Maza, 2015). Algunas de las bacterias causantes de mastitis pueden ser agentes 

de enfermedades zoonóticas como: la tuberculosis, la brucelosis bovina y la faringitis 

estreptocócica (Wolter, Castañeda, Kloppert, & Zschoeck, 2002). Se han encontrado varias 

especies de bacilos Gram positivos relacionados a mastitis: Bacillus cereus, B. licheniformis, B. 

subtilis, B. altitudinis, B. pumilus, Corynebacterium freneyi y B. anthracis (Amer, Aguilar, & 

Maza, 2015). Muchos de estos bacilos pueden encontrarse en el entorno de la granja como heces, 

material de cama, plantas y suelo (Amer S. , 2015), por lo que el buen manejo y las condiciones de 

higiene son significativos en la salud del ganado (Ruiz, Ponce, & Gomes, 2011).  

Se ha encontrado que las especies de Bacillus están fuertemente relacionadas, por lo que es 

necesaria su identificación mediante técnicas moleculares (Bou, Fernández, García, Sáez, & 

Valdezate, 2011). Estas técnicas han sido usadas en identificación de organismos por su precisión 

y su objetividad (Kawata, y otros, 2004). Los análisis moleculares permiten comprender la 

diversidad de microorganismos asociados a mastitis en una región y determinar la fuente de 

infección (Amer S. , 2015). Por esto, es importante determinar los agentes causales de mastitis 

mediante identificación molecular para y proponer estrategias de prevención y control. 

Por todo lo expuesto anteriormente, el principal objetivo del presente proyecto de investigación 

es identificar mediante técnicas moleculares basadas en ADN, bacilos Gram positivos aislados de 

muestras de leche de ganado bovino infectado con mastitis. De esta manera se puede aportar 

información sobre la diversidad de microorganismos asociados a mastitis en la región, para así 
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establecer programas de prevención y control de la enfermedad en la Cooperativa de Producción 

Agropecuaria “El Salinerito”. 

 

1.3. Objetivos 

 

1.3.1. Objetivo general 

Identificar mediante el uso de técnicas moleculares, bacilos Gram positivos aislados de muestras 

de leche de vacas con mastitis en la Cooperativa de Producción Agropecuaria “El Salinerito”, 

provincia Bolívar-Ecuador. 

 

1.3.2. Objetivos específicos 

• Estandarizar un método para la extracción manual de ADN genómico de bacilos Gram 

positivos aislados de muestras de leche de vacas infectadas con mastitis.  

• Amplificar el gen 16S de bacilos Gram positivos mediante PCR convencional. 

• Caracterizar bacilos Gram positivos mediante el análisis de los productos de PCR por 

secuenciación Sanger y alineamiento en BLAST. 
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CAPÍTULO II 

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Género Bacillus 

2.1.1 Características generales 

Las especies de bacterias del género Bacillus pertenecen a la división Firmicutes, familia 

Bacillaceae y se caracterizan por tener forma de bastón o vara (Figura 1A) (Gordon, 1973).    La 

pared celular de Bacillus es una estructura rígida exterior a la célula cuya principal función es 

proteger la bacteria del ambiente exterior y mantener la forma de bastón (Scheffers, 2004). Está 

compuesta por ácido teicóico, ácido telurónico y peptidogliganos (Graumann, 2012). Los bacilos 

son mayoritariamente aerobios estrictos o anaerobios facultativos, además, son formadores de 

catalasa y en condiciones estresantes forman una endospora resistente a calor, frío, radiación, 

desecación y desinfectantes (Turnbull, 1991).  Los bacilos que forman esporas elipsoidales o 

cilíndricas (Figura 1B) son generalmente Gram positivos y pueden ser móviles o no móviles 

(Gordon, 1973). Los flagelos de la mayoría de los bacilos son peritricos, aunque se ha informado 

que algunas cepas móviles tienen flagelos polares  (Graumann, 2012). 

 

Figura  1 a) Morfología de una célula vegetativa y b) estructura de la sección transversal de una 

espora cilíndrica de Bacillus subtilis (0.55-2µm). 
Fuente: (Piktel, y otros, 2017) 
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Algunas especies de bacilos tienen propiedades fisiológicas que les permiten vivir en todo 

ambiente natural, especialmente se encuentran distribuidas en el suelo, aire, agua de mar y ríos 

(Castañeda & Sánchez, 2016). Aunque ciertos bacilos Gram positivos son patógenos agresivos, la 

mayoría forman parte de la flora normal de cuerpo (Macedo, 2008). El manual de Bergey´s de 

sistemática bacteriana describe 34 especies separadas en 10 grupos por estudios filogenéticos 

(Claus D, 1986).  

2.1.1.1 Cultivo y crecimiento 

Las condiciones de cultivo y crecimiento óptimas para la multiplicación de células bacterianas 

permiten representar gráficamente el número de células viables por mililitro existentes en el medio 

en una unidad de tiempo (Madigan, y otros, 2009). Así, se observa un patrón de crecimiento con 

distintas etapas (figura 2).  

La primera es la fase de latencia o fase de retraso, donde no hay variaciones en el número de 

bacterias, pero si hay actividad metabólica sintetizándose las enzimas necesarias para su 

crecimiento, así como adaptándose al medio y condiciones de cultivo (Claus D, 1986). Pasado este 

periodo, el cultivo entra en fase de crecimiento exponencial, donde la velocidad de multiplicación 

es máxima. A continuación, la velocidad de crecimiento comienza a disminuir hasta llegar a cero 

(Romero, 2007). Aquí se alcanza la fase estacionaria, de equilibrio entre el número de bacterias 

vivas e inactivas por el agotamiento de los nutrientes, acumulación de productos metabólicos 

tóxicos o alteraciones en el pH (Madigan, y otros, 2009). Finalmente, se encuentra la fase de muerte 

o decline, donde la tasa de muerte supera a la de crecimiento (Tortora, 2007).  
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Figura  2 Curva de crecimiento bacteriano indicando las fases de crecimiento.  
Fuente: (Tortora, 2007) 

En cuanto al crecimiento in vitro, las colonias formadas por las especies de Bacillus varían en 

cuanto a tamaño, forma y color; pero también se diferencian al microscopio mediante tinción Gram, 

por su agrupación (Gordon, 1973).  

 

2.2 Mastitis 

La mastitis bovina es una inflamación de las glándulas y conductos mamarios, que provoca 

dolor, molestia o estrés a la vaca (Yera & Ramírez, 2016). La inflamación puede tener niveles de 

gravedad, desencadenando trastornos serios como fibrosis, edema inflamatorio, atrofia del tejido 

mamario, abscesos o gangrena, con pérdida total o parcial de la ubre y, en consecuencia, el 

sacrificio del animal (Gazque, 2008). También cambia la composición de la leche con disminución 

en la síntesis de lactosa, grasa y caseína, así como la reducción de las proteínas del suero, cloruro, 

sodio y pH (Bedolla & Ponce de León, 2008).  
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2.2.1 Tipos de mastitis 

La Federación Internacional de Lechería clasifica la mastitis en dos tipos: subclínica o clínica; 

y ésta última en leve, moderada y severa (tabla 1) (Griffin, 1987). La mastitis clínica se identifica 

porque el animal presenta inflamación de la glándula mamaria y cambios en las características 

organolépticas de la leche (Bogni, y otros, 2017). Por el contrario, la mastitis subclínica no presenta 

signos, por lo que muchas veces pasa desapercibida pero repercute en bajos niveles de producción 

y mala calidad de la leche (Bedolla & Ponce de León, 2008). 

Tabla 1  

Definición de los tipos de mastitis en función de la severidad de los síntomas 

Tipo de Mastitis Subtipo Definición 

Subclínica  No existe inflamación visible de la glándula, se diagnostica por incremento 

en recuento de células somáticas, existe disminución de la producción. 

Clínica Leve Alteraciones observables en la leche, pocos signos de inflamación de 

glándulas mamarias. 

Moderada Alteraciones visibles en la leche y ubre con hinchazón, calor y dolor. 

Severa Inflamación evidente de la ubre, signo sistémicos y locales, fiebre, apatía, 

postración. 

Fuente: Adaptado de (Le Maréchal, 2011) 

2.2.2 Tratamiento, control y prevención  

Actualmente, el tratamiento de las vacas afectadas por mastitis se basa en el uso de una amplia 

gama de antibióticos (Amer S. , 2015). Estudios han demostrado que su abuso es un problema, 

debido a la resistencia de los microorganismos al medicamento (Anexo A) (Bedolla & Ponce de 

León, 2008; Andrade & Sánches, 2018). Además, se acumula en el organismo del animal, 

quedando residuos químicos en la leche (Bonifaz & Conlago, 2016). Este tratamiento además de 
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no ser completo, representa pérdidas económicas, por lo que implantar programas de prevención y 

control es necesario (Andrade, y otros, 2017).  Para prevenir contagios, deben establecerse buenas 

prácticas de higiene durante el ordeño y un completo programa de asesoramiento al personal de 

fincas y granjas (Andrade & Sánches, 2018). También corresponde realizar la identificación del 

agente causal de la infección, para proponer un método efectivo de control (Bedolla & Ponce de 

León, 2008). 

2.2.3 Etiología de mastitis 

La mastitis es una inflamación multifactorial (Amer S. , 2015), provocada generalmente por una 

infección; sin embargo, también se debe a lesiones (heridas o golpes), alergias y neoplasmas 

(Menzies & Ramanoon, 2001). Entre los agentes infecciosos hay parásitos, algas (Prototeca) 

(Bedolla & Ponce de León, 2008), levaduras (Cryptococcus neoformans, Cándida albicans) 

(Mbuk, Kwaga, Bale, & Umoh, 206), y bacterias con mayor frecuencia (Amer S. , 2015; Bhatt, 

Patel, Joshi, & Kunjadia, 2011; Bjork, y otros, 2014; Calvinho & Tirante, 2005; Ruiz R. , 2008; 

Preethirani, y otros, 2015).  

La mastitis ocurre cuando los microorganismos presentes en el ambiente penetran la primera 

línea de defensa de la ubre, el pezón (Wolter, Castañeda, Kloppert, & Zschoeck, 2002; DANE, 

2014). El músculo del esfínter permanece cerrado y se dilata durante el ordeño, quedándose así por 

una o dos horas (Ruiz R. , 2008), permitiendo a las bacterias del ambiente o de la piel lesionada, 

ingresar al conducto mamario, multiplicarse en la ubre y coloniazar otros tejidos (Figura 3) 

(Andrade, y otros, 2017).  
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Figura  3 Estructura del pezón y mecanismo de invasión bacteriana durante mastitis 
Fuente: (Viguier C, 2009) 

2.2.3.1 Mastitis bacteriana 

Las bacterias son los principales agentes causales de la mastitis, algunos de los cuales son patógenos en 

humanos (Wolter, Castañeda, Kloppert, & Zschoeck, 2002). Pueden clasificarse en contagiosos, 

ambientales, oportunistas y otros (Blowey, 1995).  

Entre los patógenos ambientales están especies de Bacillus se encuentran típicamente en suelo, agua, 

polvo, aire, heces y vegetación (Swartz & Petersson, 2016). Por eso, se ha mencionado prevalencia de 

bacilos Gram positivos causantes o asociados mastitis, incluyendo: Bacillus cereus, B. licheniformis, B. 

subtilis, B. altitudinis, B. pumilus, B. anthracis y Corynebacterium freneyi (Amer S. , 2015). También se ha 

comprobado que algunas nocardias pueden provocar la infección (Bedolla & Ponce de León, 2008). 

También se han encontrado enterobacterias (Wolter, Castañeda, Kloppert, & Zschoeck, 2002) y otras 

bacterias Gram positivas como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae (Mendoza, Vera, & Peña, 

2017; Amer S. , 2015; Bedolla & Ponce de León, 2008). Entre los patógenos contagiosos más importantes 
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son: Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, Mycoplasma bovis y 

Streptococcus dysgalactiae (Ramírez, Fernandez, & Palacio, 2018; Bautista-Trujillo, y otros, 2013; Rabello, 

y otros, 2005; Fox & Gay, 1993).  

Tabla 2  

Descripción de los principales microorganismos patógenos de mastitis 

 Microorganismos 

contagiosos asociados a la 

ubre 

Microorganismos 

menores asociados a la 

ubre 

Microorganismos asociados al 

medio ambiente 

Patógeno Streptococcus agalactiae, 

Staphylococcus aures, 

Streptococcus dysgalactiae 

Estafilococos coagulsa 

negativos, 

Corynebacterium bovis 

Género Bacillus, Streptococcus 

uberis, enterococos, Escherichia 

coli, estafilococos  coagulasa 

negativos 

Reservorio La ubre Piel de la ubre, canal del 

pezón 

Medio ambiente, piel de la ubre 

Transmisión  En el momento del ordeño En el momento del 

ordeño, por el ser humano 

En el momento del ordeño, por el 

ser humano 

Profilaxis  Higiene en el ordeño Corrección de factores 

predisponentes 

Corrección de factores 

predisponentes 

Fuente: (Wolter, Castañeda, Kloppert, & Zschoeck, 2002) 

2.3 Técnicas moleculares de identificación 

El uso de técnicas de biología molecular en la identificación de organismos es cada vez más 

frecuente debido a su rápido desarrollo  (Kawata, y otros, 2004). Sirven como herramientas de 

diagnóstico en mastitis bovina, por ser precisas y carecer de subjetividad (Kawata, y otros, 2004; 

Raemy, y otros, 2013). Los análisis moleculares permiten caracterizar la diversidad de 

microorganismos causales de mastitis en una región, determinar la fuente de infección y encontrar 

genes de resistencia (Amer S. , 2015). Con esta información se pueden desarrollar estrategias para 

el tratamiento y control (Mbuk, Kwaga, Bale, & Umoh, 206) 

2.3.1 Técnicas basadas en ADN 

Ensayos de identificación basados en ADN, molécula estable, se han usado para la 

caracterización de patógenos a diferentes niveles taxonómicos de acuerdo con el objetivo del 
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estudio y los cebadores diseñados (El-Sayed, Awad, Abdou, & Castañeda, 2017). Estas técnicas 

permiten identificar organismos no viables o inactivados (Elhaig & Selim, 2015).  

2.3.1.1 Extracción de ADN 

La extracción de ADN se fundamenta en debilitar la membrana celular y solubilizar sus lípidos 

con los detergentes del buffer de extracción (SDS, CTAB, sarkosil), seguido de una ruptura 

mecánica o química (Quinga, 2012), que libera el material interior de las células incluyendo 

proteínas. Luego, el ADN es separado y concentrado mediante diálisis, desecación del medio de 

suspensión o el uso de alcoholes como etanol o isopropanol (Dalla-Costa, y otros, 2017).  

Finalmente, debe añadirse una solución o buffer de suspensión para mantener su integridad hasta 

su posterior uso.  

La cantidad de ADN puede medirse mediante su concentración en masa de ADN extraído por 

volumen de solución y la calidad del ADN se basa en el grado de contaminación (Smith, Diggle, 

& Clarke, 2003). La calidad se mide de manera espectrofotométrica, calculando el radio A260/A280, 

determinando la contaminación por proteínas. Una buena pureza está dada por valores entre 1,8 y 

2,0 (Lee, Kim, Liu, & Lee, 2002).  Por otro lado, el radio A260/A230 indica contaminación por 

residuos químicos (Dalla-Costa, y otros, 2017).   

2.3.1.2 Gen ribosomal 16S  

El gen 16S rRNA es un polirribonucleótido de aproximadamente 1500 pb contenido en la 

subunidad 30S del ribosoma de la bacteria (Bou, Fernández, García, Sáez, & Valdezate, 2011).  La 

filogenia bacteriana empezó a estudiarse a mediados de los 70s con el objetivo de usar la subunidad 

ribosomal 30S como herramienta para realizar estos análisis (Pylro, Vespoli, Duarte, & Yotoko, 
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2012). Actualmente, este gen es un standard para la identificación de bacterias y análisis 

taxonómicos (Goto, Omura, Hara, & Sadaie, 2000), ya que es de un gen de distribución universal, 

crítico en la función celular. Es útil también en análisis filogenéticos porque representa un 

cronometro molecular por su alto grado de conservación (Bou, Fernández, García, Sáez, & 

Valdezate, 2011).  

2.3.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR es una herramienta molecular bastante sensible usada para crear miles de copias de una 

secuencia de ADN de interés que sirve como molde (Holland, Abramson, Watson, & Gelfand, 

1991). La técnica utiliza la capacidad de la ADN polimerasa para sintetizar una nueva cadena de 

ADN complementaria, utilizando primers o cebadores que proporcionan una terminación 3´-OH 

libre (NCBI, 2017), necesario para iniciar la adición de los nucleótidos (dNTPs) y también permite 

delimitar la región de la secuencia útil para el investigador (Ozanich, y otros, 2017). La PCR 

convencional se desarrolla básicamente en cinco pasos: desnaturalización inicial, 

desnaturalización, alineamiento, extensión y extensión final, descritos en la figura 4. Los tres pasos 

intermedios toman de 25 a 40 ciclos, para obtener el número de copias requerido por la 

investigación. 
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Figura  4 Esquema de la amplificación de ADN por PCR 
Fuente: (MINERD, 2005) 

 

2.3.3 Secuenciación Sanger 

Las técnicas de secuenciación han sido utilizadas para determinar los nucleótidos que componen 

una cadena de ADN de un organismo aislado (Amer, Aguilar, & Maza, 2015; Elhaig & Selim, 

2015; Kawata, y otros, 2004; Lange, y otros, 2015; Mbuk, Kwaga, Bale, & Umoh, 206; Preethirani, 

y otros, 2015). Esta técnica se basa en la síntesis secuencial de una hebra de ADN complementaria 

a otra de cadena simple que le sirve como molde (Men, Wilson, Siemering, & Forrest, 2008). Se 

necesita de la ADN polimerasa, los cuatro 2’-deoxinucleótidos y cuatro dideoxinucleótidos como 

nucleótidos de parada (Sanger, Nicklen, & Coulson, DNA sequencing with chain-terminating 

inhibitor, 1977). Así, se pueden generar fragmentos secuenciados de distinto tamaño dependiendo 

del lugar donde se adiciona el ddNTP, permitiendo dilucidar la secuencia mediante electroforesis 

en gel de poliacrilamida (figura 5) (Sanger & Coulson, 1978).   
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Figura  5 Esquema de la secuenciación Sanger 

Fuente: (Estevez, 2012) 

2.3.4 Análisis filogenético 

El análisis filogenético se realiza con el fin de determinar las relaciones evolutivas entre 

especies, al inferir o estimar un ancestro evolutivo basándose en secuencias de ADN o proteínas 

(Waikagul & Thaekham, 2014). Estas secuencias de ADN son un consenso producto de alinear tres 

o más secuencias biológicas que pueden ser ADN, ARN o proteínas, buscando compararlas, 

ordenar partes homólogas y permitiendo examinar patrones o zonas de similitud (Molina & David, 

2017). Para conocer el organismo al que pertenece una secuencia desconocida, se pueden comparar 

secuencias del gen 16S con el fin de identificar especies y determinar relaciones taxonómicas entre 

sí, donde una alta relación está determinada por un porcentaje de similitud mayor a 97%  (Janda & 

Abbott, 2007). 

La historia filogenética es representada como un diagrama en forma de árbol, cuyas partes 

representan relaciones evolutivas y también proporcionan un patrón histórico de ascendencia, 
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divergencia y descendencia (Waikagul & Thaekham, 2014).  Un árbol filogenético consta de puntas 

de rama conocidas como nodos terminales que se unen con nodos internos, estos últimos 

representan eventos de especiación inferidos (Brinkman & Leipe, 2001). La bifurcación de ramas 

representa la división de linajes, es decir grupos hermanos descendientes y ancestros comunes de 

dos o más linajes relacionados (Brinkman & Leipe, 2001).  

Partiendo de un nodo interno, se reconocen agrupaciones de unidades taxonómicas operativas 

(OTUs) que son conocidas como “clados” o “grupos monofiléticos” (Waikagul & Thaekham, 

2014). Este grupo representa a todos los miembros que se derivan de un ancestro común, mientras 

que un “grupo parafilético” excluye a uno o más componentes de la descendencia y un “grupo 

polifilético” incluye integrantes de diferentes linajes ancestrales  (Gregory, 2008). 

 

2.4 Hipótesis 

No1: El método de CTAB/CAI no obtiene concentraciones ni pureza óptimas de ADN para la 

identificación de bacilos Gram positivos. 

Ho2: La PCR convencional no amplifica el gen 16S de bacilos Gram positivos. 

Ho3: Los porcentajes de similitud del alineamiento en BLAST no fueron lo suficientemente altos 

para identificar bacilos Gram positivos.  
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CAPÍTULO III  

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Zona de estudio 

El presente trabajo parte del estudio realizado por Sánchez y Andrade, (2018), quienes 

proporcionaron un cepario de bacterias en agar nutriente. Este cepario se obtuvo a partir de 

muestras de leche de vacas infectadas con mastitis en cuatro fincas ganaderas de la cooperativa de 

producción agropecuaria “El Salinerito”, en la provincia de Bolívar, cantón Guaranda, parroquia 

Salinas. En la tabla 3 se detallan las coordenadas geográficas donde se realizó la toma de muestras. 

Tabla 3  

Coordenadas geográficas del origen de las   muestras 

Parámetro  
Parroquia Salinas 

Longitud 78° 58’ 1” W 

Latitud 1° 34’ 8” S 

Altitud 3550 m.s.n.m 

Fuente: (Andrade & Sánches, 2018) 

Los análisis y procedimientos necesarios para la realización del presente trabajo se realizaron 

en los Laboratorios de Biotecnología Animal y Microbiología, de la Carrera de Ingeniería en 

Biotecnología, de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicados en Sangolquí, Av. El 

Progreso, s/n, cantón Rumiñahui, provincia de Pichincha. 

3.2 Procedimientos 

3.2.1 Recepción y conservación de muestras   

Las muestras fueron receptadas en tubos de ensayo con tapa rosca, sembrados en agar nutriente 

inclinado, sin el uso de preservantes adicionales con el fin de conservar la integridad del ADN 
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(Quinga G. , 2012). Se conservaron en refrigeración a -4°C con la realización de subcultivos 

para evitar contaminación e impedir que entren en deceso  (Tortora, 2007). 

3.2.2 Identificación de los cultivos mediante tinción Gram 

Se comprobó la pureza de los cultivos de microorganismos aislados de leche de vacas 

infectadas con mastitis, mediante tinción Gram. Para esto, se tomó una muestra del cultivo 

sembrado en agar inclinado y sobre una gota de agua destilada, con ayuda de un asa metálica se 

realizó un frotis a lo largo de una placa portaobjetos (Fessia, Dieser, & Odierno, 2018). El frotis 

se fijó pasándolo cinco veces por la llama del mechero y se tiñó los organismos para diferenciar 

las bacterias Gram positivas que se colorearon de azul o violeta de las Gram negativas que se 

pintan rosa o rojo (Tortora, 2007).  

Para realizar la tinción Gram, primero se colocó colorante cristal violeta Merk® sobre las 

placas fijadas, se dejó reposar durante un minuto y se desechó el colorante enjuagando con agua 

destilada. Luego se puso lugol Merk® que actúa como solución mordiente permitiendo al cristal 

violeta fijarse a la pared de la célula bacteriana, durante un minuto, para enjuagarlo nuevamente. 

Se dejó caer diez gotas de alcohol cetona proporción 3:1 marca Merk® como decolorante 

(Fonseca, 2015). Se colocó Safranina Merk® como colorante de contraste y se enjuagó la placa 

con agua destilada. Finalmente, se dejaron secar las placas al ambiente y se observaron al 

microscopio óptico con un aumento de 100X y aceite de inmersión (Rivas, 2017). Del total de 

placas teñidas, se seleccionaron los cultivos mixtos para proceder al aislamiento de colonias y 

purificación de las bacterias en cultivos separados. 
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3.2.3 Purificación de cepas aisladas 

Para la purificación de los cultivos mixtos encontrados, se prepararon cajas Petri con 20 ml de 

agar nutriente BD DifcoTM o agar manitol salado Acumedia® (MSA). Se tomó una muestra del 

tubo con el cultivo en agar inclinado y con ayuda de un asa metálica, se realizó un estriado por 

agotamiento sobre el agar (Figura 6). Estas cajas se sellaron con papel parafilm y se incubaron a 

37°C durante un periodo de 18 a 24 horas para observar el crecimiento de colonias aisladas sin 

llegar a crecimiento masivo (Andrade & Sánches, 2018). Todas las colonias aisladas identificadas, 

fueron tomadas cuidadosamente con un asa metálica y sembradas formando estrías en un tubo con 

agar nutriente AcumediaTM sólido inclinado e incubadas a 37°C por un periodo de 24 a 48 horas, 

hasta observar crecimiento (Amer S. , 2015). Estas cepas purificadas e incubadas fueron 

diferenciadas en el microscopio óptico mediante tinción Gram, de las cuales se seleccionaron todos 

los bacilos Gram positivos. Finalmente se almacenaron a -4°C para realizar los estudios posteriores.  

 

Figura  6 Estriado por agotamiento 
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3.2.3.1 Condiciones óptimas del cultivo  

Previo a las pruebas de extracción de ADN, fue necesario establecer las condiciones óptimas 

del cultivo, ya que se trabajó con bacilos Gram positivos, organismos formadores de esporas 

resistentes que pueden complicar el proceso de extracción de ADN. Para esto se probó el tiempo 

de incubación del cultivo (8h, 10h, 15h, 18h, 24h, 48h), la temperatura (28°C, 37°C, 50°C), el 

medio de incubación (Caldo nutriente, medio LB, Infusión de cerebro y corazón, medio 

enriquecido con caseína) y las condiciones de aireación del cultivo (con agitación y sin agitación) 

(Akpa E, 2007; Castañeda & Sánchez, 2016).  

3.2.4 Estandarización de un método para la extracción de ADN 

El éxito de las técnicas moleculares de identificación de microorganismos depende de la 

extracción de ADN de buena calidad, por lo que el método seleccionado debe proporcionar una 

concentración y pureza apropiadas para las exigencias de la PCR (El-Sayed, Awad, Abdou, & 

Castañeda, 2017). Para dar inicio a la extracción de ADN, se tomó una muestra del cultivo puro 

con ayuda de un asa metálica esterilizada, se sembró en un tubo de ensayo tapa rosca con 10 ml de 

medio de cultivo infusión de cerebro y corazón bovino (BHI) y se incubó a 37°C durante 72 h. 

Luego, se homogenizó el tubo de ensayo, se vertió 2 ml de este cultivo en un microtubo 

EppendorfTM de 2 ml con tres perlas de ebullición, se centrifugó a 14 500 rpm durante tres minutos 

y se descartó el sobrenadante. Se repitió este paso hasta agotar el total del medio líquido del tubo 

de ensayo, hasta obtener un pellet con toda la biomasa, lista para aplicar cualquier método de 

extracción de ADN.  
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3.2.4.1 Extracción manual de ADN bacteriano utilizando bromuro de 

cetiltrimetilamonio/cloroformo-alcohol isoamílico (CTAB/CAI) 

Se utilizó el método empleado para la extracción de ADN de hongos propuesto en 

Minipreparación para extracción de DNA-CTAB por Francisco Jarrín (Weising, 2005). Se 

modificó la lisis celular, utilizando perlas de ebullición para ejecutar la ruptura mecánica de la 

pared celular. Al pellet se le colocó 1 ml de buffer de lisis (Tabla 4), donde se probó la mejor 

concentración de CETAB y β-mercaptoetanol y se llevó a vórtex durante tres minutos, observando 

la formación de espuma. Se adicionó 400µl de cloroformo: isoamil-alcohol (24:1) a la solución 

anterior, se homogenizó en vórtex durante dos minutos y se incubó en termobloque Provocell 

ESCO a 50°C durante 30 minutos a 300 rpm (Rivas, 2017). Se dejó reposar hasta alcanzar la 

temperatura ambiente y se centrifugó a 14 000 rpm durante 10 minutos, aquí se observó la 

formación de tres fases. Se transfirió la fase superior del sobrenadante, que contiene el ADN, sin 

topar la interfase a otro microtubo estéril sin perlas de ebullición, se añadió de uno a uno y medio 

volúmenes de isopropanol y se los dejó a -20°C para precipitar el ADN (Factos & Estefanía, 2016).  

Posteriormente, se centrifugó a 14500rpm durante cinco minutos, se descartó el sobrenadante, 

se lavó el pellet de ADN dos veces con 500µl de etanol al 70% filtrado. En cada lavado se volvió 

a concentrar el pellet por centrifugación. Se retiró el sobrenadante y se dejó secar los tubos de 30 

a 60 minutos, permitiendo que todo el etanol se evapore (Quinga G. , 2012). Para terminar, se 

resuspendió el pellet de ADN en 50µl de buffer TE Ph 8; finalmente, de ser necesario, se probó el 

uso de 3μl de RNAsa con y sin incubación y se almacenaron las muestras a -20 °C para su posterior 

análisis. 
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Tabla 4  

Componentes del Buffer de extracción 

  Reactivo Concentración  

Tris HCl Ph=8 220 Mm 

EDTA 22 Mm 

NaCl 800 Mm 

Sarkosyl 1% 

Fuente: (Weising, 2005), adaptación de F. Jarrín. 

3.2.4.2 Extracción de ADN utilizando Kit  

Se utilizó el kit de extracción Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega, siguiendo 

las recomendaciones y especificaciones del fabricante con pocas modificaciones (Promega 

Corporation, 2017).  Se colocó 500µl de EDTA 50mM, más 250µl de lisozima y se pipeteó hasta 

homogenizar; se incubó en termobloque Provocell ESCO a 37°C durante 1 hora y 30 minutos a 

300rpm, se centrifugó a 14500rpm durante 3 minutos y se descartó el sobrenadante. Se añadió 

600µl de solución de lisis de núcleo, se homogenizó mediante pipeteo, se incubó a 80°C por 5 

minutos y se dejó enfriar a temperatura ambiente.  

Luego, se adicionó 3µl de RNAsa Invitrogen, se homogenizó por inversión del tubo, se incubó 

a 37°C durante 60 minutos y se dejó enfriar a temperatura ambiente. A las células lisadas, se les 

colocó 200µl de solución de precipitación de proteínas, se homogenizó vigorosamente en vórtex 

durante 30 segundos, se refrigeró a -20°C por 5 minutos y se centrifugó a 14 500rpm durante 3 

minutos. Se transfirió el sobrenadante a un microtubo estéril con 600µl de isopropanol frío, se 

mezcló por inversión hasta observar la formación de un hilo enroscado. Posteriormente, se 

centrifugó a 14 000rpm durante 3 minutos, se descartó el sobrenadante y se drenó el tubo en papel 

absorbente. Se lavó el pellet con 600µl de etanol filtrado al 70%, se centrifugó a 14 000rpm durante 
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3minutos, se descartó el sobrenadante y se dejó secar el tubo hasta eliminar el total del etanol. 

Finalmente se añadió 50µl de solución de rehidratación de ADN, se dejó la solución a 4°C durante 

la noche y se almaceno a-20°C para su posterior uso.   

3.2.4.3 Cuantificación de ADN e Integridad 

El éxito del método se midió en la calidad y rendimiento del producto final, para esto, se llevaron 

las muestras al equipo de espectrofotometría GénovaNano JENWAY, donde se colocó 2µl de la 

muestra y se determinó su concentración, su radio de absorbancia a A260/280 y A260/230. 

Además, se realizó un análisis de integridad de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 0.8%; para esto, se disolvió la agarosa en buffer TBE 1X y se añadió 7µl de visualizador SYBR® 

Safe Invitrogen. Se cargaron 3µl de ADN con 1µl de buffer de carga 10X Blue JuiceTM Invitrogen 

en cada pocillo y se dejó correr el gel utilizando una fuente de poder a 120 Voltios durante una 40 

minutos. Finalmente, se observó la integridad con el sistema de imagen ChemidocTM BioRad.  

3.2.5 Amplificación de ADN mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Las reacciones de PCR se realizaron como se ha informado previamente en otros estudios 

(Weisburg, Barns, Pelletier, & Lane, 1991; Lange, y otros, 2015), utilizando el par de primers 27F 

y 1492R que se detallan en la tabla 5.  Para la amplificación del gen 16S, se utilizó Go Taq® Green 

Master Mix, siguiendo las indicaciones del fabricante (Promega), indicadas en la tabla 6. 

Tabla 5   
Primers para el gen 16S 

Nombre  Secuencia Gen  Referencia 

27F AGATTTGATYMTGGCTCAG 16S rRNA (Cihan et,a., 2012) 

(Sherwood & Presting, 2007) 1492R ACGGYTACCTTGTTACGACTT 
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Tabla 6  

Condiciones de reacción para PCR para el gen 16S de bacilos Gram positivos 

REACTIVO Concentración del Stock Volumen por reacción 

Agua libre de RNAsa  6,5 µl 

Go Taq® Green Master Mix 2X 12.5 µl 

Primer F 10uM 1,5 µl 

Primer R 10uM 1,5 µl 

ADN 40ng/µl 3 µl 

TOTAL  25 µl 

Fuente: adaptación de (Promega Corporation, 2017) 

Las reacciones ensambladas se llevaron al termociclador Proflex 3 Bloque (Thermo Fisher) y se 

estandarizó un programa para el par de primers con las condiciones detalladas en la tabla 7. 

Tabla 7  

Condiciones de ciclo para PCR del gen 16S 

Temperatura Tiempo  Ciclos  

94°C 5 min 1 ciclo 

94°C 30 seg 

35 ciclos Grad. temperatura 30 seg 

72°C 1.5 min 

72°C 10 min 1 ciclo 

4°C 5 min  

Fuente: adaptación de (Promega Corporation, 2017) 

3.2.5.1  Análisis mediante electroforesis.   

Para el análisis de los amplicones se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con 

buffer TBE 1X y 7µl de visualizador SYBR® Safe. En los pocillos se cargaron 7µl de producto de 

PCR con 1µl de buffer de carga Blue Juice 10X y otro pocillo se cargó con 3µl de marcador 

molecular 1kb abm para comprobar el tamaño de molécula  (Amer, Aguilar, & Maza, 2015). Se 
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dejó correr el gel utilizando una fuente de poder a 120V durante 50 minutos y se observó el 

resultado de la PCR en el sistema de imagen ChemidocTM BioRad.  

3.2.6 Secuenciación  

Los productos de la extracción de ADN de bacilos Gram positivos fueron enviados a la 

Universidad de Lovaina en Bélgica, donde fueron analizados y enviados a la empresa Macrogen 

para realizar su secuenciación. Se enviaron 11 muestras seleccionadas de bacilos Gram positivos, 

con volúmenes de 50µl, concentraciones >100ng/µl y radios de absorbancia cercanos a 2. 

3.2.6.1 Evaluación de similitud y homología 

Los resultados de la secuenciación fueron analizados, curados para proceder a su alineamiento 

y formar la secuencia consenso. Se usó del software para el análisis múltiple de secuencias: 

“Blenchling”, (https://www.benchling.com/). Posteriormente, estas secuencias consenso fueron 

analizadas con secuencias referencia de la base de datos de GenBank “NCBI nonredundant 

nucleotide database, nt.   

3.2.7 Análisis de filogenia  

A partir de las secuencias de nucleótidos del gen 16S rRNA de las bacterias identificadas en 

BLAST, se procedió a realizar un alineamiento múltiple de las secuencias utilizando la herramienta 

MUSCLE del software MEGA-X (Felsenstein, 1985). Finalmente, se construyó un árbol 

filogenético mediante el método de Máxima Verosimilitud utilizando el programa informático 

MEGA-X (http://www.megasoftware.net) con 1000 boorstraps, usando cuatro secuencias 

referencia y enraizando el árbol en el grupo externo formado por Bacillus anthracis y Bacillus 

cereus.   

http://www.megasoftware.net/
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3.2.8 Análisis estadístico 

La generalidad de los resultados de este proyecto son netamente descriptivos, por lo que no fue 

necesario el análisis estadístico (Factos & Estefanía, 2016). Sin embargo, en la estandarización del 

método de extracción de ADN se validó el método CETAB/CAI respecto al uso de un Kit de 

extracción. Esta comparación se la realizó mediante una prueba T-student para dos muestras no 

relacionadas, con el fin de analizar la diferencia significativa entre ambos métodos, para esto se 

utiliza en el software estadístico GraphPad Prism 8.1.2 (GraphPad Software, Inc., CA, USA).  
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 

4.1 Tinción Gram 

Partiendo de los resultados obtenidos en el proyecto “Estudio clínico, microbiológico y 

estimación económica de mastitis bovina, en la cooperativa de producción agropecuaria “El 

Salinerito”, provincia Bolívar-Ecuador”, realizado por Sánchez y Andrade (2018). Se realizó 

tincion Gram para identificar y seleccionar los bacilos Gram positivos (Figura 7a), esporas (Figura 

7b) y cultivos mixtos (Figura 8).  

  

Figura  7 Bacilos Identificados mediante tinción Gram observados al microscopio óptico con 

aumento 100X. a) Bacilos Gram positivos b) Esporas y bacilos Gram positivos 

 

A B 
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Figura  8 Cultivo Mixto (Esporas y cocos Gram positivos) identificado mediante tinción Gram 

observado al microscopio óptico con aumento 100X. 

 

4.2 Aislamiento de cultivos mixtos 

De todas las muestras identificadas mediante tinción Gram, se seleccionaron los cultivos mixtos 

para obtener subcultivos puros a partir de colonias aisladas. En la figura 9 se observa un cultivo 

puro de bacilos Gram positivos aislados de los cultivos mixtos. 

 

Figura  9 Cultivo puro de bacilos Gram positivos 
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4.2.1 Establecimiento de condiciones óptimas de cultivo  

4.2.1.1 Temperatura 

Para establecer la temperatura óptima de crecimiento, los cultivos puros se incubaron a 28 ºC, 

37 ºC y 50 ºC durante 24h. La temperatura que proporcionó un mayor crecimiento de los cultivos 

fue a 37 ºC porque las muestras presentaron mayor índice de turbidez y formación de nata (Tabla 

8). 

Tabla 8  

Evaluación de temperatura óptima 

Muestra 28°C 37°C 50°C 

Turbidez Formación de nata Turbidez Formación de nata Turbidez Formación de nata 

M1 2 1 1 1 1 0 

M2 1 0 2 1 1 0 

M3 1 0 2 1 1 0 

CN 0 0 0 0 0 0 

 

4.2.1.2 Medio de cultivo y tiempo de incubación 

Se evaluaron cuatro medios de cultivo líquidos para obtener el mejor crecimiento de las bacterias 

durante 24h y 48h. Se midieron los parámetros de turbidez y formación de nata asignando los 

valores de 0 para la ausencia, 1 para poco y 2 para mucho. Se seleccionó el medio de Infusión de 

Cerebro y Corazón bovino (BHI) debido a que presentó mayor turbidez y formación de nata, tanto 

para las 24h (Tabla 9) como a 48h (Tabla 10) de incubación. Se demostró experimentalmente la 

obtención de la mayor cantidad de biomasa se obtiene sometiendo los cultivos a incubación BHI, 

a 37 °C durante 48h, a pesar de obtener gran cantidad de esporas. 
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Tabla 9  

Evaluación de medios de Cultivo a 24 horas 

Muestra Medio LB Caldo Nutriente Medio Caseína Infusión de cerebro y 

corazón 

Turbidez Formación 

de nata 

Turbidez Formación 

de nata 

Turbidez Formación 

de nata 

Turbidez Formación 

de nata 

M1 1 0 1 1 1 2 1 2 

M2 0 0 1 1 1 1 2 1 

M3 1 1 1 1 1 1 2 2 

CN 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

Tabla 10  

Evaluación de medios de cultivo a 48 horas 

Muestra Medio LB Caldo Nutriente Medio Caseína Infusión de cerebro y 

corazón 

Turbidez Formación 

de nata 

Turbidez Formación 

de nata 

Turbidez Formación 

de nata 

Turbidez Formación 

de nata 

M1 1 1 1 1 1 2 2 2 

M2 1 0 1 2 1 2 2 2 

M3 1 1 1 1 1 1 2 2 

CN 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

4.3 Estandarización  del método de extracción de ADN 

Todos los cultivos puros sometidos a las condiciones de crecimiento estandarizadas se utilizaron 

para la extracción de ADN genómico.  
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4.3.1 Determinacion de la composicion del buffer de lisis 

Se varió la concentración de CTAB y de β-mercaptoetanol, obteniendo mayor concentración de 

ADN al utilizar  CTAB al 1,2%, pero no se observaron diferencias en cuanto al uso de β-

mercaptoetanol (Figura 10).  Por otro lado, en la figura 11 se demuestra radios de absorbancia 

260/280 más cercanos a 2 si el buffer lisis contiene 1,2% de CTAB y 0.2% de β-mercaptoetano. 
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Figura  10 Comparación de concentración de ADN en estandarización del buffer de lisis 
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Figura  11 Comparación de pureza de ADN en estandarización del buffer de lisis 

Calidad óptima 
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4.3.2 Incubación con RNAsa 

Los pellet de ADN se lavaron con etanol y se resuspendieron en solución de rehidratación, para 

lo que se probó su incubación con RNAsa a 37°C durante 15 min o incubación a temperatura 

ambiente durante 30 min. No se observan diferencias en el análisis de la concentración de ADN 

obtenido (Figura 12); sin embargo, se lograron mejores radios A260/280 en las muestras incubadas a 

37°C durante 15 minutos (Figura 13). Finalmente por los datos poco concluyentes se analizó la 

integridad del ADN. Se observó un barrido en el gel, indicando la degradación del ADN por ambos 

tratamientos. La incubación al ambiente presentó menor cantidad de barridos (Figura 14). 
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Figura  12 Comparación de concentración de ADN para tipo de incubación con RNAsa 
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Figura  13 Comparación de pureza de ADN para tipo de incubación con RNAsa 
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Figura  14 Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Análisis de integridad para tipo de 

incubación con RNAsa, donde M1 es la muestra 2ASCM, M2 es 3 ASCM, M3 es 4SARFCM, 

M4 es 7SARFB, M5 es 11SARF, M6 es 26EMB y M7 es 29AS. 

 

Posteriormente se probó con éxito no usar RNAsa e incubar a -4°C durante 20 h para rehidratar 

el pellet, conservando mejor el ADN (datos no mostrados). 

4.3.3  Determinacion del mejor método de extraccion  de ADN de Bacilos Gram positivos 

Finalmente el método estandarizado CTAB/CAI, se comparó con una prueba “Gold Standard”  

para la extracción de ADN de bacilos Gram positivos. Se aplicó una prueba T de Student, indicando 

que no existe diferencia significativa (p>0,05) entre ambos métodos en cuanto a concentración de 

ADN obtenido (Figura 15). Tampoco se observaron diferencias significativas (p>0,05) aplicando 

la misma prueba a datos del radio de absorbancia A260/280 (Figura 16a). 

La misma prueba para el radio de absorbancia A260/230, si se obtuvo diferencia significativa 

(p<0,05) entre ambos métodos observándose la extracción de ADN por CTAB/CAI con los radios 

más cercanos a 2 (Figura 16b). También se comparó la integridad mediante electroforesis en un 

gel de agarosa al 0,8%, identificándose mayor cantidad de bandas definidas y sin barridos para el 
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método estandarizado, demostrando que el método de extracción de ADN CTAB/CAI conserva 

mejor las muestras por lo que se revelan con mejor integridad (Figura 17). Con estos resultados se 

demostró que el método CTAB/CAI no obtiene mayor concentración de ADN, pero si mejor 

calidad e integridad.  
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Figura  15 Comparación de concentración de ADN entre los métodos de extracción CTAB/CAI 

y KIT 
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Figura  16 Comparación de Radios de pureza entre los métodos de extracción CTAB/CAI y KIT. 

a) Pureza respecto a proteínas y RNA, radio 260/280 b) Pureza química, radio 260/230 
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Figura  17 Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Análisis de Integridad de ADN para los 

métodos de extracción A) Método de extracción CTAB/CAI, B) Método de extracción por 

KIT 

 

4.4 Reacción en cadena de polimerasa 

Se realizó la PCR utilizando el Green Go Taq Master Mix y los primers para el gen 16S 27F y 

1492R según lo especificado en la tabla 6. Se probó un gradiente de temperatura para definir la 

temperatura de annealing (Figura 18). Se muestran bandas más prominentes si la temperatura es 

56°C, por lo que finalmente se decidió trabajar la PCR para el gen 16S rRNA con esta temperatura. 
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Figura  18  Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Gradiente de Temperatura de hibridación 

óptima para los primers 27F y 1492R. Dónde CN es control negativo, CM control muerto, CP 

control positivo. 

 

4.5 Análisis de similitud y homología 

Las secuencias consenso en formato FASTA se compararon con las secuencias de la base de 

datos de NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando la herramienta BLAST. 

Se seleccionó la opción de colección de nucleótidos, obteniéndose en varias secuencias identidades 

iguales para distintas especies de Bacillus. Por esta razón, se delimitó la base de datos a secuencias 

del gen 16S RNA ribosomal para bacterias y Archaeas. Ambos resultados y su porcentaje de 

identidad y Query se muestran en la tabla 11. 
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Tabla 11  

Identificación mediante alineamiento en BLAST a partir de secuencias del gen 16S 

Muestra Colección de nucleótidos Secuencias de RNA ribosomal 16S 

Organismo Query P. identidad organismo Query P. identidad 

2 SARF Bacillus subtilis 100% 99,06% Bacillus tequilensis 100% 99,06% 

3 AS Bacillus licheniformis 100% 99,39% Bacillus licheniformis 100% 99,30% 

2 AS Bacillus licheniformis 100% 99,80% Bacillus licheniformis 100% 99,80% 

7 SARFB Bacillus licheniformis 100% 99,58% Bacillus licheniformis 100% 99,36% 

5 AS Bacillus licheniformis 100% 99,80% Bacillus licheniformis 100% 99,69% 

11 SARF Bacillus sp. 99% 98,86% Bacillus velezensis 99% 98,86% 

26 EMB Bacillus licheniformis 100% 99,24% Bacillus licheniformis 100% 99,09% 

29 AS Bacillus subtilis 100% 99,50% Bacillus subtilis 99% 99,50% 

30 AS Bacillus licheniformis 100% 100% Bacillus licheniformis 100% 99,90% 

32 STC Bacillus subtilis 100% 99,34% Bacillus subtilis 100% 99,34% 

14 EMB Bacillus subtilis 100% 99,58% Bacillus subtilis 100% 99,50% 

 

Teniendo en cuenta el número de coincidencias encontradas, se estableció que la muestra 

2SARF  se asemeja más a Bacillus subtilis y 11SARF a Bacillus velezensis. De este modo, se han 

identificado en total once muestras en tres especies de bacterias, 55% de Bacillus licheniformis, 

36% de Bacillus subtilis, 9% de Bacillus velezensis,  (Figura 19). 
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Figura  19 Diagrama de pastel del porcentaje de muestras encontradas en cada especie 

 

4.6 Análisis de filogenia 

Se realizó un alineamiento múltiple entre las secuencias curadas, referencia y grupo externo o 

outgroup, usando la herramienta MUSCLE de las opciones del software informático MEGA-X. 

Posteriormente, se construyó un árbol filogenético para inferir la historia evolutiva, utilizando el 

método de Maxima verosimilitud y el Modelo de Tamura-Nei  (Tamura & Nei, 1993).  

Esta inferencia se estableció a partir de una búsqueda basada en algoritmos de unión por 

vencindad (NJ) aplicada a una matriz de distancias pares estimadas mediante el enfoque de 

Probabilida compuesta máxima. En las ramas se indica el porcentaje de los árboles en los que los 

taxones asociados se agruparon (Felsenstein, 1985). Las longitudes de las ramas de ambos árboles 

son medidas a escala respecto al número de sustituciones por sitio (Kumar & Stecher, 2018). 

El árbol se construyó en base las secuencias del gen 16S de los Bacilos Gram positivos, utiliando 

como outgroup Bacillus anthracis y Bacillus cereus (Hernández, Prieto, Valencia, Moreno, & 
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Bacillus subtilis Bacillus licheniformis Bacillus velezensis
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Santoyo, 2014), se muestra el árbol con la probabilidad de registro más alta (-3205,65). La tasa de 

variación permitió tener sitios invariables ([+I], 45.13%). Aquí se observa la formación de dos 

clados, el primero se dividió en dos grupos, el primero de cinco taxones, el segundo de tres, el 

segundo clado formdo por siete taxones. En todos los grupos los taxones se ven agrupados con 

buen soporte y claramente formando dicotomías (Figura 20). En el árbol se puede observar que las 

cepas de B.subtilis y B. licheniformis forman grupo monofiléticos, también se demuestra que  B. 

velezensis y B. amylequefaciens pueden tener un ancestro común.  

 

Figura  20 Árbol filogenético en base a 17 secuencias de nucleótidos del gen 16S de bacilos 

Gram positivos utilizando el método de máxima verosimilitud. Enraizado en el grupo formado 

por Bacillus anthracis y B. cereus. 

 

I 

 

 

II 

 

 

III 



57 

 

 

CAPÍTULO V  

DISCUSIÓN 

En este estudio se presentó el uso de técnicas moleculares y bioinformáticas para caracterizar 

las bacterias asociadas a muestras de leche de vacas con mastits, las cuales son difíciles de 

determinar por técnicas rutinarias de cultivo o métodos bioquímicos. Se realizaron ensayos basados 

en el gen 16S rRNA a partir de muestras tomadas en cuatro granjas de la Cooperrativa de 

Producción Agropecuaria “El Salinerito” provincia Bolívar–Ecuador, donde Sánchez y Andrade 

(2018) encontraron una prevalencia de mastitis subclínica de 84,5%. Este gen ha sido ampliamente 

usado en ensayos de identificación y formación de filogenias ya que tiene baja tasa de mutación 

(Factos & Estefanía, 2016; Amer, Aguilar, & Maza, 2015; Lange, y otros, 2015). Además, tiene 

zonas específicas altamente conservadas y un tamaño de 1542 bp, lo que ayuda a los análisis 

informáticos (Herrera, 2005). 

Para seleccionar los microorganismos problema es importante diferenciar todos los cultivos 

bacterianos mediante microscopía óptica usando tinción Gram. Esto fue realizado por Sánchez y 

Andrade (2018), quienes  de un total de 111 muestras encontraron 27,03% de bacilos Gram 

positivos que fueron identificados por técnicas moleculares en el presente trabajo. Las especies de 

Bacillus, son fuertemente relacionadas, por lo que los métodos de identificación tradicionales 

pueden generar una identificación probable y no definitiva (Bou, Fernández, García, Sáez, & 

Valdezate, 2011). Para este estudio se tomaron estos cultivos, las esporas y los cultivos mixtos que 

fueron aislados. 

Para tener una buena extracción de ADN, en cuanto a rendimiento, se debe tener en cuenta la 

cantidad de muestra de la que se dispone para el procedimiento, por lo que es importante establecer 

las condiciones óptimas de crecimiento para las bacterias (Rivas, 2017). Por esta razón, con los 
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cultivos puros aislados en agar inclinado, se establecieron las condiciones óptimas para el 

crecimiento bacteriano. En esta investigación se probaron 3 temperaturas, 28 °C, 37°C y 50°C ya 

que se ha encontrado un amplio rango de temperaturas óptimas para el crecimiento de bacilos, 

como bacilos termófilos cuya temperatura de crecimiento varía entre 41°C y 75°C (Rivas, 2017; 

Faz Tapia, 2018), o psicrófilos que crecen a temperaturas de -5°C a 28°C (Gordon, 1973), pero 

generalmente son mesófilos que muestran crecimiento a temperaturas entre 29°C y 40°C 

(GARCÍA-ARMESTO, 1997). Como resultado se obtuvo que a 37°C las condiciones de 

crecimiento bacteriano fueron mejores, tal como se ha indicado en otros estudios (Preethirani, y 

otros, 2015; Amer S. , 2015; Kabir, y otros, 2001).  

Se ha reportado que el crecimiento de los bacilos, depende de la cantidad de sustratos esenciales 

como fuente de carbono y nitrógeno; cuando escasean, los bacilos se estresan y rápidamente forman 

esporas (Akpa E, 2007; Turnbull, 1991; Thomas, y otros, 2013). Por esta razón, se probaron medios 

nutritivos que resulten en el mayor crecimiento de las bacterias, siendo este la Infusión de Cerebro 

y Corazón bovino, que ha sido anteriormente usado con éxito para el cultivo de bacterias asociadas 

a mastitis (Preethirani, y otros, 2015). El tiempo de incubación de 48 horas para el crecimiento de 

los bacilos resultó ser el mejor lo que concuerda con el estudio de Kabir, y otros, (2001). Sin 

embargo por la nutritiva composición del medio, se pudo aumentar a 72 horas teniendo suficiente 

cantidad de biomasa para obtener un buen rendimiento durante la extracción de ADN. 

La técnica de extracción de ADN aplicada va a influir en la cantidad, calidad y pureza de ADN 

obtenido, ya que los residuos químicos del procedimiento pueden afectar la amplificación mediante 

reacción en cadena de la polimerasa (Thomas, y otros, 2013). En este estudio se presentó una 

variante del método de extracción de ADN con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y 

Cloroformo Alcoholisoamílico (CAI), que es usualmente recomendado para células vegetales, ya 



59 

 

 

que debilita la pared celular permitiendo la liberación del material interior de la célula, por lo que 

puede ser utilizado con éxito en bacterias que tienen pared celular o que forman esporas (Bermúdez, 

y otros, 2016; Burbano. E, VOtero, & Álvarez, 2017). Este método ha sido probado exitosamente 

en estudios moleculares y filogenéticos de bacilos Gram positivos (Niemi, Heiskanen, Wallenius, 

& Lindström, 2001; Quinga G. , 2012; Yanez Torres, 2007; Párraga Solórzano, 2008; Faz Tapia, 

2018; Factos & Estefanía, 2016).  

Se optimizó el buffer de lisis, al probar la concentración de CTAB y β-mercaptoetanol, 

obteniendo un ADN de mejor calidad si el buffer tiene 1,2% de CTAB y 0,2% de β-mercaptoetanol. 

Estos resultados son similares a los obtenidos por Bermúdez, y otros, (2017), donde logran 

rendimientos de ADN significativamente superiores si se utiliza β-mercaptoetanol y mayor 

concentración de CTAB. El β-mercaptoetanol ayuda a la desnaturalización de proteínas ya que 

rompe los puentes disulfuro, mientras que el CTAB forma complejos insolubles con las moléculas 

de ADN, lo que ayuda a su precipitación y eliminación de glicoproteínas (Molina & David, 2017). 

Es importante que el buffer de lisis conserve la estructura del ADN durante los pasos de ruptura y 

purificación, por lo que además de detergentes, debe contener sales (NaCl) para mantener la fuerza 

iónica y EDTA que actúa como inhibidor de DNAsas (Surzycki, 2000). 

La separación de proteínas es un proceso sumamente importante, ya que las proteínas presentes 

en la leche pueden inhibir la PCR (Preethirani, y otros, 2015). Para esto se utilizan solventes 

orgánicos, en este caso cloroformo que desnaturaliza las proteínas y junto con el Alcohol 

isoamílico, en proporción 24:1 (v/v), previene la formación de espuma y facilita la separación de 

la fase acuosa y orgánica (Burbano. E, VOtero, & Álvarez, 2017). La separación se lleva a cabo 

gracias a las diferencias entre las propiedades físicas de los ácidos nucleicos y las proteínas 

(Quinga, 2012).  
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Se probó también el uso de RNAsa, demostrando que se tiene mejor integridad de ADN si no 

se utiliza esta enzima y las muestras se incuban durante la noche a -4°C. Los tratamientos con 

RNAsa no presentan diferencias significativas en cuanto a rendimiento ni pureza, pero si en la 

integridad del ADN. El uso de RNAsa se restringe únicamente a las muestras que se demuestre que 

presentan contaminación por RNA. Esta enzima rompe los enlaces fosfodiéster de las ribosas y 

grupos fosfato del RNA (Sambrook, Russell, & Sambrook, 2001). Pero se ha demostrado que el 

uso de temperaturas mayores a 4°C puede degradar el ADN, por lo que es recomendable mantener 

baja la temperatura de las muestras durante el proceso (Bermúdez, y otros, 2016). 

Se validó el método optimizado al compararlo con el uso del Wizard genomic DNA purification 

Kit. En este trabajo, al aplicar el método de extracción con CTAB y CAI se obtuvieron 

concentraciones entre 38,45 y 362,12 ng/ul, radios de absorbancia A260/280 entre 1,835 y 2,1045 nm 

y radios A260/230 entre 0,914 y 2,1045 nm, mientras que con Kit las concentraciones fueron 

similares, pero los radios A260/230 en la mayoría de los casos fue superior a 2 variando entre 1,5535 

y 3,2995 nm, lo que indica contaminación por ARN, a pesar de haber usado RNAsa (Faz Tapia, 

2018). Se demostró que se puede extraer un ADN con buen rendimiento, pureza e integridad a 

partir de cultivos puros de bacilos Gram positivos, sin la necesidad de utilizar un kit específico para 

extracción de ADN (Figura 19). Esto se demostró previamente en otra optimización del método 

para la extracción de ADN a partir de muestras fecales de lobo de páramo (Quinga G. , 2012). 

Además, a pesar de que los kits comerciales son métodos más rápidos, estos representan un alto 

costo por reacción, lo que no es aplicable a la realidad el país, especialmente si se trabaja con un 

alto número de muestras (Quinga G. , 2012; El-Sayed, Awad, Abdou, & Castañeda, 2017).  

La PCR ha sido ampliamente utilizada en la investigación y caracterización de organismos 

aislados (Amer S. , 2015; Bentahir, Ambroise, Delcorps, Pilo, & Gala, 2018; El-Sayed, Awad, 
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Abdou, & Castañeda, 2017; Timofte, y otros, 2014). En la leche existen varios inhibidores de PCR, 

por lo que una extracción y purificación de mala calidad da lugar falsos negativos (Thomas, y otros, 

2013). También pueden existir falsos positivos si las condiciones de PCR son poco rigurosas o si 

el cebador diseñado no es lo suficientemente específico (Smith, Diggle, & Clarke, 2003). Entonces, 

el uso de controles internos ayuda a diferenciar entre resultados verdaderos y falsos. Se estableció 

una PCR usando el GoTaq® Green Master Mix, para amplificar el gen 16S de bacilos Gram 

positivos usando el par de primers universales 27F y 1492R (Amer, Aguilar, & Maza, 2015). Para 

este estudio se establecieron las condiciones de reacción recomendadas por el fabricante, y las 

condiciones de ciclo optimizadas en este estudio concuerdan con las establecidas en el trabajo de 

Faz, (2018).  

Los 11 productos de PCR del gen 16S para bacilos Gram positivos que presentaron bandas bien 

marcadas y definidas, se enviaron Macrogen para su secuenciación.  Las secuencias recibidas se 

sometieron a un análisis de homogología con secuencias de la base de datos GeBank del NCBI 

utilizando la herramienta de BLAST, como lo han hecho en varios estudios de identificación (Amer 

S. , 2015; Faz Tapia, 2018; Rivas, 2017; El-Sayed, Awad, Abdou, & Castañeda, 2017; Elhaig & 

Selim, 2015; Mbuk, Kwaga, Bale, & Umoh, 206; Molina & David, 2017; Lange, y otros, 2015). 

Se identificaron 3 especies de bacterias asociadas a mastitis: Bacillus licheniformis 55%, Bacillus 

subtilis 36%, Bacillus velezensis 9%, Amer (2017) indica que estas bacterias se encuentran 

distribuidas en el medio ambiente y que su posible reservorio es el suelo o el agua de lavado de 

ubres (Andrade & Sánches, 2018). Se sugiere que las bacterias que típicamente se encuentran en 

el medio ambiente juegan un rol importante en las infecciones mamarias, coincidiendo con otros 

estudios realizados en el país (Amer, Aguilar, & Maza, 2015; Amer S. , 2015; Andrade & Sánches, 

2018).  
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Bacillus subtilis, es un microorganismo mesófilo y Bacillus licheniformis es termófilo 

facultativo, ambos se encuentran típicamente en el ambiente. En este estudio, ambas bacterias 

tuvieron una ocurrencia significativa, lo que concuerda con otros estudios de identificación (Amer 

S. , 2015; Nieminen, y otros, 2007). Es importante mencionar que algunas cepas de B. licheniformis 

tienen propiedades de toxicidad, por lo que están asociados a infecciones mamarias (Nieminen, y 

otros, 2007). También pueden producir péptidos antimicrobianos que pueden inhibir la actividad 

de otras bacterias (León, y otros, 2015). 

Bacillus velzensis no ha sido reportada previamente en casos de mastitis. Esta cepa fue 

encontrada por primera vez en el río Velez en Malaga (Ruiz, Bejar, Martinez, Llamas, & Quesada, 

2005). Esta bacteria fue descrita como productora de surfactantes. Su taxonomía basada en el gen 

16S muestra homología con Bacillus amylequefaciens de 99,7% por lo que este gen puede no ser 

suficiente identificar la especie con precisión (Bou, Fernández, García, Sáez, & Valdezate, 2011). 

Por esto, es recomendable realizar análisis de secuencia basados en otras dianas moleculares y de 

coincidir el resultado, este sería el primer trabajo donde se reporta Bacillus velezensis como agente 

causal de mastitis. 

Para demostrar la relación evolutiva de las 3 especies encontradas, se realizó un estudio de 

filogenia basándose en el gen (16S rRNA), para esto se construyó un árbol filogenético utilizando 

el método de máxima verosimilitud y con 1000 bootstraps (Kuehn, 2013). Se ha reportado que este 

método presenta valores de bootstraps más altos que otros, además muestra enfoques más 

ventajosos, por lo que ha sido utilizado en varios estudios de filogenia bacteriana (Priest, 2004; 

Amer S. , 2015; Wang & Sun, 2009; Hernández, Prieto, Valencia, Moreno, & Santoyo, 2014; 

Kuang, y otros, 2009). En el árbol se incluyen 15 taxones divididos en dos grupos. Estos resultados 

son similares a los encontrados por Wang y otros, (200), donde se muestra que B. velezensis y B. 
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amilequefaciens, están dentro del grupo de B.subtilis. En este estudio se dividió el árbol en 3 grupos 

para demostrar su cercanía evolutiva.  

El grupo I incluye todas las cepas de Bacillus subtilis, el grupo II las cepas de B. velezensis y B 

amylequefaciens y el grupo III las cepas de B. licheniformis, siendo el grupo I y III homogéneos. 

El grupo II demuestra que la cepa encontrada es más reciente y se confirma que está más 

relacionada con B. velezensis que con B. amylequefaciens. El árbol está enraizado en el grupo 

formado por los organismos de referencia, B. cereus y B. anthracis, demostrando que no se 

relaciona evolutivamente con las bacterias halladas y que tienen un ancestro más antiguo que los 

grupos anteriores (Wang & Sun, 2009; Wang, Lee, Tai, & Kuo, 671-675).  

Se observa que algunos taxones en los grupos no se encuentran separadas evolutivamente de 

sus cepas de referencia, es decir tienen un ancestro común reciente (Brinkman & Leipe, 2001). El 

gen 16S rRNA es una diana de acción para algunos antimicrobianos, provocando mutaciones que 

generan resistencia (Bou, Fernández, García, Sáez, & Valdezate, 2011), lo que sugiere la 

adquisición de genes de resistencia a antibióticos producto del tratamiento de esta enfermedad en 

Ecuador (Reva, 1995). 

En este estudio se demuestra que la comparación de secuencias del gen 16S es una herramienta 

aceptable para realizar identificación y estudios filogenéticos entre bacterias (Lange, y otros, 2015; 

Gordon, 1973). Se logró identificar a nivel de especie, un total de 11 bacterias asociadas a mastitis 

y se logró establecer las relaciones filogenéticas y evolutivas a partir de un árbol construido 

mediante el método de máxima verosimilitud. Demostrando que las bacterias que afectan al ganado 

lechero en la parroquia Salinas de Guaranda son ambientales. 
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CAPÍTULO VI  

CONCLUSIONES 

Se identificaron en total tres especies de bacilos Gram positivos en las siguientes proporciones: 

55% Bacillus licheniformis, 36% Bacillus subtilis y 9% Bacillus velezensis. 

En la base de datos NCBI no se han reportado estudios donde se relacione a B. velezensis   con 

la mastitis bovina. 

Se obtuvo mayor crecimiento bacteriano con formación de esporas, en medio de BHI, a 37°C 

durante 72h. 

Se estandarizó el método CTAB/CAI para la extracción de ADN de bacilos Gram positivos 

esporulados aislados de muestras de leche de vacas infectadas con mastitis, demostrando tener 

mejor calidad de ADN que la extracción con kit Wizard genomic DNA purification. El ADN 

extraído por kit presentó mayor degradación y barridos.  

Se amplificó el gen conservado 16S rRNA mediante PCR convencional, utilizando los primers 

27F y 1492R, con bandas definidas a una temperatura de hibridación de 56°C. 

El análisis filogenético basado en el gen 16S rDNA del género Bacillus presentó grupos 

homogéneos para Bacillus subtillis y B. licheniformis, pero no para B. velezensis y 

amiloliquefaciens. 
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CAPÍTULO VII  

RECOMENDACIONES 

Se recomienda el uso de primers específicos y genes 5S rRNA, Gyrβ, Rpoβ, ISR o ITS para 

continuar con la identificación de bacilos Gram positivos asociados a mastitis bovina conservado 

en el cepario del laboratorio de microbiología de la carrera de ingeniería en Biotecnología.  

Se sugiere extender el alcance de la investigación a otras zonas lecheras de la región sierra de 

Ecuador, para establecer la diversidad microbiana asociada a mastitis.   

Al encontrarse bacterias ambientales en la leche de vacas con mastitis, se recomienda adoptar 

las medidas de prevención y control correspondientes. 
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