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  Resumen

  
    La
      mastitis es una inflamación de la glándula mamaria que afecta 
      significativamente a la producción y calidad de la leche en las cabras, 
      lo que genera pérdidas económicas para los agricultores ecuatorianos. 
      Este estudio tuvo como objetivo explorar la diversidad bacteriana 
      asociada con la mastitis clínica en cabras en Ecuador. Se recolectaron 
      muestras de leche de cabras con evidencia macroscópica de mastitis 
      clínica para posteriormente ser extraído el ADN. Para el análisis 
      metagenómico se amplificó y secuenció el gen 16S rRNA mediante la 
      tecnología Illumina MiSeq. Las secuencias se filtraron por calidad y 
      agrupadas en unidades taxonómicas operacionales de radio cero (zOTUs); 
      luego se agruparon taxonómicamente para clasificar las especies 
      bacterianas presentes en la leche. El análisis reveló una alta riqueza 
      de comunidades bacterianas, con 550 zOTUs pertenecientes a 12 filos. 
      Proteobacteria y Firmicutes fueron los filos predominantes, los cuales 
      incluyen diversas familias, como: Enterobacteriaceae (Proteobacteria) y 
      Staphylococcaceae (Firmicutes). Notablemente, una porción significativa 
      (86,91%) de los zOTUs identificados pertenecían a familias con 
      funcionalidades desconocidas en el contexto de la mastitis. Estos 
      hallazgos ofrecen una visión inicial y valiosa sobre la diversidad 
      bacteriana asociada con la mastitis clínica en cabras, resaltando además
      la posible presencia de bacterias aún no caracterizadas que podrían ser
      relevantes en el contexto de esta enfermedad. Es necesario realizar 
      futuros estudios que se enfoquen en la identificación a nivel de especie
      y la caracterización funcional, para desarrollar estrategias dirigidas a
      la prevención y control de la mastitis en la producción caprina 
      ecuatoriana.
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  Abstract

  
    Mastitis
      is an inflammation of the mammary gland that significantly affects goat
      milk production and quality, leading to economic losses for Ecuadorian 
      farmers. This study aimed to research the bacterial diversity associated
      with clinical mastitis in goats from Ecuador. Milk samples were 
      collected from goats showing macroscopic evidence of clinical mastitis 
      for subsequent DNA extraction. The 16S rRNA gene was amplified and 
      sequenced using Illumina MiSeq technology for metagenomic analysis. 
      Sequences were quality filtered and clustered into Zero-radius 
      Operational Taxonomic Units (zOTUs). They were then taxonomically 
      grouped to classify the bacterial species present in the milk. The 
      analysis revealed a high diversity of bacterial communities, with 550 
      zOTUs belonging to 12 phyla. Proteobacteria and Firmicutes emerged as 
      the predominant phyla, harboring diverse families which include: 
      Enterobacteriaceae (Proteobacteria) and Staphylococcaceae 
      (Firmicutes). Notably, a significant portion (86.91%) of the zOTUs 
      identified belonged to families with unknown functionalities related to 
      mastitis. These findings offer an initial and valuable overview of the 
      bacterial diversity associated with clinical mastitis in goats, as well 
      as highlighting the potential presence of uncharacterized 
      mastitis-related bacteria that could be relevant for this disease. 
      Future studies focusing on species level identification and functional 
      characterization are needed to develop strategies for the prevention and
      control of mastitis in Ecuadorian goat production.
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      Introducción

       ⌅
      Las
        cabras lecheras juegan un papel crucial en la dieta de aproximadamente 6
        mil millones de personas en países en desarrollo, mediante el aporte a 
        la mitigación del hambre, sobre todo en infantes que se encuentran en 
        condiciones críticas de desnutrición (1, 2).
        En las últimas dos décadas, la producción de leche de cabra y sus 
        productos se incrementaron de manera constante, impulsada por una 
        creciente conciencia de sus beneficios nutricionales ayudando a mejorar 
        la salud humana, mediante la prevención de patologías de deficiencia 
        como la anemia, hipoavitaminosis, deficiencia de minerales, con efectos 
        antihipertensivos y ergogénicos y en casos de intolerancia a la lactosa,
        resulta ser un reemplazo a la leche de vaca (3, 4). La cría de cabras contribuye significativamente a 
        las economías de las comunidades rurales en todo el mundo, especialmente
        en las naciones en desarrollo, gracias a la resistencia y adaptabilidad
        de las cabras a los ambientes hostiles (5).
        Estos animales robustos prosperan en entornos desafiantes, mediante la 
        utilización de eficiente de recursos naturales de baja calidad que 
        pueden no ser aptos para otras especies de ganado (6, 7).

      En Ecuador, la mayor población de cabras 
        (62%) se concentra en la región del bosque seco en la parte sur del 
        país. Sin embargo, la producción y calidad de la leche de cabra son 
        vulnerables a la mastitis, causada principalmente por infecciones 
        intramamarias (IIM) bacterianas (5, 7). Las IIM se destacan como la enfermedad más 
        significativa que afecta a los pequeños rumiantes, con pérdidas 
        económicas sustanciales para la industria lechera mundial (8, 9, 10).

      La
        mastitis es una enfermedad costosa y multifactorial que impacta 
        significativamente en el tejido de la ubre de los animales lecheros, que
        causa inflamación de la glándula mamaria, la cual resulta en una 
        disminución de la calidad, cantidad y rendimiento de la leche. La 
        mastitis provoca varios cambios en la composición de la leche, incluidas
        alteraciones físicas, químicas, patológicas y microbiológicas (11, 12, 13).
        Las células somáticas, particularmente los leucocitos y el tejido 
        epitelial que se desprende en el parénquima, aumentan, lo que lleva a 
        efectos perjudiciales de tal manera que, inclusive los conductos de 
        leche pueden bloquearse temporal o permanentemente. Por otro lado, 
        existe el riesgo de propagar enfermedades zoonóticas relacionadas con la
        leche (10), debido a la presencia de patógenos, como es el caso de la brucelosis; lo que representa una amenaza para la salud pública (13). Como resultado, la producción total de leche disminuye, lo que impacta negativamente en la economía de los productores (12, 14,). 

      Las infecciones intramamarias (IIM) pueden atribuirse a varios patógenos bacterianos, con Staphylococcus spp. como el agente más comúnmente diagnosticado en cabras (15, 16). La principal vía de transmisión de Staphylococcus aureus es a través de los procedimientos de ordeño, cuando ocurre el contacto 
        directo entre las manos del ordeñador y las ubres del ganado lechero o 
        cabras (17). Otros microorganismos, como: Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Mannheimia haemolytica, Corynebacterium spp. y algunos hongos, son capaces de causar IIMs en ovejas y cabras; 
        sin embargo, sus tasas de ocurrencia son relativamente bajas (13, 16, 18). Además, se ha observado una diversidad de géneros, incluidos: Acinetobacter, Agrobacterium, Alkalibacterium, Bacteroides, Bacillus, Enterobacter, Escherichia/Shigella, Fusobacterium, Klebsiella, Massilia, Micrococcus, Pseudomonas, Phyllobacterium, Rhodococcus, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Shewanella, Streptococcus y Yersinia (8, 19, 20).

      Desafortunadamente,
        el conocimiento sobre la microbiota bacteriana asociada con la mastitis
        clínica en cabras sigue siendo limitado, especialmente en el contexto 
        de infecciones intramamarias (IIMs), lo que impide una comprensión 
        integral de los factores microbianos implicados en la patología en esta 
        región. Hasta donde sabemos, no existen estudios en Ecuador que hayan 
        reportado la diversidad de microorganismos en la leche de cabra con 
        mastitis. Sin embargo, pocos estudios han caracterizado el microbioma en
        la leche de cabra, que incluye predominantemente a los filos 
        bacterianos: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (8, 19, 20).
        Entender la microbiología de las bacterias que causan mastitis clínica 
        en cabras es fundamental para desarrollar estrategias de control, 
        diagnóstico, tratamiento y prevención más efectivas. Para ello, se 
        recomienda utilizar métodos moleculares como los estudios metagenómicos 
        con un enfoque integral para revelar la composición microbiana completa 
        de la leche de cabra, incluidas las bacterias asociadas con la mastitis y
        las bacterias que son parte de la flora normal de las ubres de cabra (21, 22, 23). 

      El
        objetivo principal del estudio fue explorar la diversidad bacteriana de
        la leche de cabra mediante el análisis de muestras de cabras 
        diagnosticadas con mastitis clínica. Se empleó la secuenciación del 
        amplicón del ARNr 16S para detectar las poblaciones bacterianas 
        asociadas con la mastitis clínica en las granjas de producción de leche 
        caprina en Ecuador.

    
    
      Materiales y métodos

       ⌅
      
        Aprobación ética

         ⌅
        En
          este estudio, se obtuvo el consentimiento informado de los propietarios
          de las cabras para recolectar muestras de leche tras el examen de las 
          ubres. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por la 
          Agencia de Regulación y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD), bajo 
          el permiso AGC/Z7/LOJA-2023-000528-EXT y la Facultad de Ciencias Exactas
          y Naturales de la Universidad Técnica Particular de Loja. Se hicieron 
          todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los individuos.

      
      
        Recolección de muestras

         ⌅
        Este
          trabajo se realizó con 39 muestras de leche de cabra de animales 
          afectados por mastitis clínica, provenientes de 47 granjas en seis 
          provincias del Ecuador (Imbabura, Carchi, Pichincha, Azuay, Loja y Santa
          Elena). En cada una de las granjas se realizó la identificación de los 
          animales afectados de mastitis clínica mediante exámenes visuales y 
          táctiles de las ubres (detección de asimetrías, enrojecimiento, cambios 
          en la textura/presencia de nódulos) y, a continuación, por observación 
          visual de los primeros chorros de leche obtenidos por ordeño manual con 
          el objeto de identificar alteraciones en la misma como: presencia de 
          coágulos, cambios en el color y consistencia, como material caseoso o 
          purulento. En 12, 31, 3, y 1, granjas se identificaron 0, 1, 2 y ≥3 
          cabras con mastitis clínica, respectivamente. En cada explotación se 
          tomaron muestras de leche de un máximo de dos animales, elegidos al azar
          de entre los afectados (24, 25).

        Para la obtención de las muestras de leche, 
          se limpiaron los pezones con hipoclorito de sodio, para mantener la 
          integridad del ADN proveniente exclusivamente del conducto. Las mismas 
          fueron recolectaron en botellas estériles de 250 mL (BRAND®),
          se refrigeraron por 4 horas y luego se congelaron a temperatura entre 
          -15 °C y -25 °C. Posteriormente, las muestras de leche se enviaron al 
          laboratorio BioSequence (Quito, Ecuador), donde se extrajo el ADN para 
          ser amplificado y secuenciado mediante la técnica Illumina.

      
      
        Análisis molecular

         ⌅
        El
          ADN total se aisló de 250 µL de muestras de leche utilizando el kit 
          ZymoBIOMICS Magbead DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 
          amplificaron las regiones genéticas 16S V3-V4 mediante PCR con los 
          cebadores 341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') y 805R 
          (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') (26).
          Las condiciones para la PCR, extracción de ADN y secuenciación fueron 
          determinadas por el laboratorio BioSequence. Los amplicones obtenidos se
          purificaron con perlas de purificación Illumina® y se 
          secuenciaron como lecturas emparejadas de 300 pb en la plataforma 
          Illumina MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA). Los archivos de 
          secuencias crudas se depositaron en NCBI bajo el BioProject 
          PRJNA1113707.

      
      
        Análisis de secuencias y delimitación de zOTU

         ⌅
        Se
          evaluó la calidad de las lecturas de las secuencias crudas de 16S 
          bacterianas utilizando el programa FastQC (versión 0.11.9) (27). Posteriormente, se realizó un recorte de las secuencias en el software Trimmomatic (versión 0.39) (28),
          seleccionando aquellas con una calidad mínima de Q25 o superior. Los 
          datos de las secuencias recortadas se analizaron con el algoritmo UPARSE
          implementado en USEARCH Ver. 11.0.667 (29, 30),
          según las indicaciones recomendadas disponibles en 
          https://drive5.com/usearch/manual/ex_miseq.html. Las lecturas de 
          extremos emparejados de cada muestra se ensamblaron en una sola 
          secuencia y se filtraron para descartar las lecturas cuando los errores 
          esperados fueran mayores de 0,5 (31).
          Durante el procesamiento de datos se descartaron secuencias únicas, 
          duplicadas y quimeras. Las secuencias con 97% de homología se agruparon 
          en unidades taxonómicas operativas de radio cero (zOTUs) (32), que son equivalentes a variantes de secuencia (33). El algoritmo SINTAX (32)
          con un corte de 0,9 se utilizó para predecir la taxonomía de las zOTUs 
          observadas, comparado con la base de datos del conjunto de entrenamiento
          RDP v16. Solo se consideraron para análisis posteriores las zOTUs 
          bacterianas con una precisión promedio de 1,0. Las zOTUs asignadas como 
          origen de arqueas, cloroplastos o mitocondrias fueron eliminadas. 
          Finalmente, las secuencias de zOTU se utilizaron para calcular la 
          distribución de conteo de cada zOTU en cada muestra. Solo se 
          consideraron para análisis estadísticos adicionales las zOTUs presentes 
          en más de dos muestras.

      
      
        Riqueza y diversidad de zOTUs bacterianas en la leche

         ⌅
        Se
          calculó una curva de acumulación basada en individuos y su asíntota 
          para evaluar la riqueza potencial y la completitud del inventario de 
          zOTUs bacterianas, mediante el programa EstimateS Ver. 9.1.0. La curva y
          sus intervalos de confianza del 95% se ajustaron a una curva de Clench (34)
          en el programa Statistica Ver. 7.0.61.0. El esfuerzo de muestreo para 
          registrar el 95% de la proporción estimada de las zOTUs se calculó de 
          acuerdo a Jimenez Valverde (35).

      
    
    
      Resultados y discusión

       ⌅
      A
        partir de las 39 muestras analizadas, se obtuvieron un total de 
        1,255,275 secuencias para la delimitación de zOTUs. Se descartaron 
        80,120 singletons y 42 quimeras.

      Se observaron un total de 550 zOTUs bacterianas en la leche de cabras con mastitis (Fig. 1).
        La curva de acumulación de zOTUs bacterianas en las muestras de leche 
        fue asintótica e indicó una completitud del inventario del 52.44% (Fig. 1).

      
        
          
             
          
        

      

      Figura 1.  Curva de acumulación de zOTUs 
        bacterianas obtenidas de las muestras de leche de cabra con mastitis, en
        Ecuador. Las líneas punteadas representan los intervalos de confianza 
        al 95 % de la curva, mientras que la línea gris horizontal indica el 
        valor asintótico. Es importante destacar que el análisis evalúa la 
        comunidad bacteriana presente en las muestras de leche, no las especies 
        individuales. / Bacterial zOTU accumulation curve obtained from goat milk samples with mastitis, in Ecuador. Dashed
        lines represent the 95 % confidence intervals of the curve, while the 
        horizontal gray line indicates the asymptotic value. It is important to 
        emphasize that the analysis evaluates the bacterial community present in
        the milk samples, not the individual species.

      Los 
        zOTUs observados pertenecieron a 12 filos, pero solo seis filos fueron 
        los más ricos, donde Proteobacteria y Firmicutes presentaron la mayor 
        riqueza con 254 y 103 zOTUs, respectivamente. Los seis filos restantes 
        abarcaron a menos de 60 zOTUs (Fig. 2).
        Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria fueron los 
        filos más abundantes en la mayoría de las muestras estudiadas (Fig.3).

      
        
          
             
          
        

      

      Figura 2.  Distribución de los zOTUs bacterianos
        entre 12 filos detectados en la comunidad bacteriana en muestras de 
        leche de cabra con mastitis, en Ecuador. / Distribution of bacterial 
        zOTUs among 12 phyla detected in the bacterial community in goat milk 
        samples with mastitis, in Ecuador.

      
        
          
             
          
        

      

      Figura 3.  Composición a nivel de filo de la 
        comunidad bacteriana detectada en muestras de leche de cabra con 
        mastitis, en Ecuador. Abundancia relativa de 12 filos bacterianos 
        identificados mediante la secuenciación del gen 16S rDNA. / Phylum-level
        composition of the bacterial community detected in goat milk samples 
        with mastitis, in Ecuador. Relative abundance of 12 bacterial phyla 
        identified through the 16S rDNA gene sequencing.

      En 
        el filo Proteobacteria se encontraron 43 familias de bacterias, pero la 
        familia más abundante fue Enterobacteriaceae con 43 zOTUs, seguida por 
        Moraxellaceae, Hyphomicrobiaceae, Pseudomonadaceae, Sphingomonadaceae y 
        Xanthomonadaceae, que tuvieron entre 12 y 22 zOTUs (Fig. 4). Las otras 37 familias de Proteobacteria presentaron menos de 10 zOTUs (Fig. 4). Dentro de estas familias, encontramos 95 géneros, con Pseudomona como el género dominante con 15 zOTUs.

      En el filo Firmicutes, se detectaron 19 familias, siendo la familia Staphylococcaceae la más predominante con 23 zOTUs (Fig. 4).
        La familia de bacterias Flavobacteriaceae fue la más rica en zOTUs (21 
        zOTUs) entre las 12 familias del filo Bacteroidetes, y las familias 
        Corynebacteriaceae y Micrococcaceae fueron las más ricas en el filo 
        Actinobacteria con 10 zOTUs cada una (Fig. 4). Actinobacteria contenía 19 familias.

      
        
          
             
          
        

      

      Figura 4.  Distribución de frecuencia de las 
        familias bacterianas más representativas de zOTUs detectadas en muestras
        de leche de cabra con mastitis, en Ecuador. / Frequency distribution
        of the most representative bacterial families of zOTUs detected in goat
        milk samples with mastitis, in Ecuador.

      En el 
        estudio se empleó la secuenciación del gen 16S rRNA y la delimitación de
        zOTUs para caracterizar la diversidad bacteriana asociada con la 
        mastitis clínica en cabras. Hasta donde sabemos, esta investigación 
        representa el primer estudio en Ecuador que explora las comunidades 
        bacterianas presentes en cabras con mastitis clínica. Estos hallazgos 
        revelaron una alta riqueza de zOTUs bacterianas, que incluyen algunos 
        patógenos conocidos asociados con la mastitis clínica en varias especies
        de rumiantes, incluidas las cabras. La mastitis clínica en cabras 
        representa una carga económica significativa para los productores en 
        Ecuador, conduciendo a una reducción en la producción de leche, posible 
        mastectomía, sacrificio de animales e incluso la muerte (16, 36, 37).

      Se
        observó una notable diversidad bacteriana en las muestras de leche 
        provenientes de cabras con mastitis clínica, identificándose un total de
        550 unidades operacionales taxonómicas (zOTUs). Estas zOTUs 
        correspondieron a 12 filos bacterianos, siendo Proteobacteria, 
        Firmicutes y Actinobacteria los filos predominantes en las muestras 
        analizadas. Estas observaciones se alinean con investigaciones previas 
        en otras regiones geográficas, donde se identificaron filos similares en
        la microbiota central en la leche de cabra, como Proteobacteria y 
        Firmicutes, así como Bacterioidetes y Actinobacteria. Es importante 
        destacar que los filos predominantes se asocian al estadío de la 
        lactación, es así que Proteobacteria se ha encontrado como dominante al 
        inicio de la lactación y Actinobacteria al final de la misma (16, 20, 36). La aplicación de la secuenciación de nueva 
        generación (NGS) demostró ser altamente beneficiosa en este estudio, ya 
        que permite la amplificación y detección de un amplio espectro de 
        secuencias bacterianas por muestra. Esto facilita una caracterización 
        más exhaustiva y robusta de la microbiota de la leche en comparación con
        los métodos tradicionales basados en cultivos. No obstante, ambos 
        enfoques pueden complementarse entre sí, aprovechando las fortalezas de 
        cada uno (38, 39, 40).

      Al
        examinar los filos dominantes, se identificó una amplia variedad de 
        familias bacterianas, las cuales abarcan: Enterobacteriaceae 
        (Proteobacteria), Staphylococcaceae (Firmicutes), Flavobacteriaceae 
        (Bacteroidetes), Corynebacteriaceae y Micrococcaceae (Actinobacteria). 
        Notablemente, Pseudomonas emergió como el género dominante dentro de la 
        comunidad bacteriana. Aunque este estudio se centró en la identificación
        a nivel de familia, nuestros hallazgos proporcionan una valiosa primera
        aproximación de los grupos bacterianos más representativos asociados 
        con la mastitis clínica en la leche de cabra ecuatoriana. Estos 
        hallazgos destacan la compleja composición bacteriana asociada con la 
        mastitis clínica en cabras y complementan este conocimiento existente al
        establecer una comprensión básica de las comunidades bacterianas 
        asociadas con la mastitis clínica en las cabras ecuatorianas.

      Numerosos
        géneros dentro de las familias bacterianas identificadas han sido 
        previamente asociados con la mastitis caprina en diversos estudios. En 
        particular, Staphylococcus spp. (familia Staphylococcaceae) y Streptococcus spp. (familia Streptococcaceae) son comúnmente reportados como 
        patógenos involucrados en diferentes tipos de mastitis, incluyendo las 
        formas subclínicas, clínica y gangrenosa. (16, 41). De manera similar, Streptococcus y Escherichia coli (Enterobacteriaceae) se identifican como patógenos comunes responsables de la mastitis en cabras (42). Además, Staphylococcus aureus y Staphylococcus agalactiae se han aislado en casos tanto de mastitis clínica como subclínica y a 
        menudo presentan perfiles de resistencia a antibióticos bajos, con 
        excepciones para antibióticos específicos como penicilina y tetraciclina
        (43).
        La presencia de estos patógenos conocidos de mastitis dentro de las 
        familias identificadas requiere una investigación adicional para 
        determinar su prevalencia e impacto potencial en la severidad de la 
        mastitis en las cabras ecuatorianas.

      Curiosamente, nuestros 
        hallazgos sobre la composición bacteriana de la leche de cabras con 
        mastitis clínica concuerdan con análisis metagenómicos previos de leche 
        de cabras sanas. Estos estudios demuestran una microbiota central 
        compartida tanto en el calostro como en la leche madura, con: 
        Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes como los 
        filos predominantes (38). Por lo tanto, dentro de esta alta diversidad de 
        bacterias encontrada en nuestro estudio, ciertamente puede haber muchas 
        bacterias que no son patógenas, o que son parte de la flora de la 
        glándula mamaria de la cabra. Esta observación sugiere que las 
        comunidades microbianas de la leche de cabra son relativamente estables,
        y que la presencia de mastitis clínica causa cambios en las abundancias
        relativas de taxones específicos dentro de los filos principales. 
        Además, es esencial reconocer que la secuenciación del gen 16S rRNA 
        captura la taxonomía microbiana y genera perfiles funcionales 
        potenciales, pero no revela directamente las funciones reales de las 
        comunidades microbianas presentes.

      Aunque en este estudio se 
        centró en caracterizar la diversidad bacteriana asociada con la mastitis
        clínica en cabras ecuatorianas, la influencia de diversos factores en 
        esta composición, aún debe ser dilucidada. Investigaciones previas 
        sugieren que la raza de cabra, las propiedades fisicoquímicas de la 
        leche (pH, proteínas, grasas, contenido de aminoácidos), la ubicación 
        geográfica y las prácticas de manejo pueden desempeñar un papel en la 
        conformación de las comunidades bacterianas en la leche de cabra, de tal
        manera que aquellas granjas que manejan la leche cruda de manera 
        artesanal tienen una microbiota en la leche diferente de aquellas 
        granjas en las que se maneja la leche de manera más técnica (16, 20, 43).
        Por ejemplo, se han identificado variaciones específicas en la 
        composición de la microbiota de la leche asociadas a la raza de las 
        cabras. Estos estudios han demostrado que ciertas razas presentan una 
        mayor abundancia de taxones bacterianos específicos, lo que sugiere que 
        la raza influye significativamente en la diversidad y en el perfil 
        bacteriano de la microbiota láctea (20).
        Además, la ubicación geográfica (por ejemplo, zonas áridas) y las 
        prácticas de manejo empleadas en la crianza de cabras probablemente 
        contribuyan a la diversidad de comunidades bacterianas (44, 45, 46).
        Se justifican futuros estudios en la producción de cabras ecuatorianas 
        para investigar las contribuciones específicas de estos factores a la 
        diversidad bacteriana observada en nuestro estudio. Tales 
        investigaciones proporcionarán valiosos conocimientos sobre la ecología 
        de las bacterias asociadas con la mastitis en cabras ecuatorianas y 
        allanarán el camino para desarrollar estrategias de prevención y control
        de mastitis más específicas.

      Por otro lado, es importante 
        mencionar ciertas limitaciones que requieren una investigación 
        adicional. La curva de acumulación no saturada sugiere que el número 
        total de especies bacterianas en las muestras de leche puede superar los
        550 zOTUs identificados en este estudio. Esto destaca la necesidad de 
        aumentar los esfuerzos de muestreo para capturar una representación más 
        completa de la microbiota de la leche. Además, aunque este estudio se 
        centró en caracterizar familias bacterianas, la investigación futura 
        debería profundizar en la identificación de especies y géneros 
        específicos, particularmente aquellos conocidos por estar asociados con 
        la patogénesis de la mastitis. Esta información es crucial para 
        comprender los mecanismos subyacentes al desarrollo de la mastitis en 
        las cabras.

      Aunque los métodos convencionales de cultivo han sido 
        aplicados en estudios anteriores para aislar e identificar bacterias de 
        la leche de cabra, sus limitaciones para identificar la diversidad 
        completa de la microbiota de la leche son ampliamente reconocidas (47, 48, 49).
        Sin embargo, la disponibilidad de aislados bacterianos puede 
        representar otro paso importante en la búsqueda de nuevos tratamientos 
        específicos contra la mastitis. Enfoques alternativos, como la 
        metagenómica y la metatranscriptómica, ofrecen una mayor sensibilidad y 
        especificidad para caracterizar las comunidades microbianas en la leche 
        de cabra. Continuar con la aplicación de estas técnicas avanzadas en 
        estudios futuros proporcionará una comprensión más completa de los roles
        funcionales desempeñados por diferentes taxones bacterianos en el 
        contexto de la mastitis.

    
    
      Conclusiones

       ⌅
      En
        conclusión, este estudio proporciona una valiosa primera aproximación a
        la diversidad bacteriana asociada con la mastitis clínica en cabras 
        ecuatorianas, con una alta riqueza y diversidad de bacterias. Estos 
        hallazgos contribuyen al creciente cuerpo de conocimiento sobre la 
        microbiota central de la leche de cabra y destacan la presencia de 
        patógenos conocidos de mastitis. Se necesita más investigación para 
        explorar los roles funcionales de los taxones bacterianos específicos y 
        la influencia de diversos factores en la composición de la microbiota de
        la leche. Al abordar estas limitaciones, podemos obtener valiosos 
        conocimientos que informarán el desarrollo de estrategias más efectivas 
        para la prevención y control de la mastitis en la industria caprina 
        ecuatoriana.
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