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Resumen

Introduccioén: La fragmentacién de la informacion epidemioldgica sobre la
salud mamaria bovina en la sierra ecuatoriana limita el disefio de estrategias de control
efectivas contra patdégenos como Staphylococcus aureus. Objetivo: Evaluar la
prevalencia de mastitis subclinica y los perfiles de susceptibilidad de Staphylococcus
aureus en cinco cantones de Tungurahua, Ecuador. Método: Se realizé un estudio
descriptivo y transversal en 1343 bovinos mediante la Prueba de Mastitis de California.

Se analizaron microbiolégicamente 892 muestras de leche utilizando pruebas de
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hemodlisis, tincion de Gram, manitol salado y coagulasa; la susceptibilidad
antimicrobiana se evalué por difusion en disco y los datos se procesaron con analisis
de Chi-cuadrado e intervalos de confianza del 95 % en InfoStat. Resultados: La
prevalencia global de mastitis subclinica fue del 39,8 %, con una positividad a S.
aureus del 12,2 %, destacando una resistencia critica a la penicilina G (99,0 %) y la
presencia de cepas multirresistentes con sensibilidad disminuida a ciprofloxacino y
trimetoprima-sulfametoxazol. Conclusién: La mastitis subclinica en la region
representa un desafio sanitario persistente con una presion selectiva de resistencia
inusualmente alta, lo que hace imperativo sustituir las terapias empiricas por
tratamientos basados en perfiles de susceptibilidad locales para mitigar el impacto
economico y sanitario.

Palabras clave: bovinos; mastitis subclinica; multirresistencia; Staphylococcus
aureus

Abstract

Introduction: the fragmentation of epidemiological information on bovine
mammary health in the Ecuadorian highlands limits the design of effective control
strategies against pathogens such as Staphylococcus aureus. Objective: to evaluate
the prevalence of subclinical mastitis and the susceptibility profiles of Staphylococcus
aureus in five cantons of Tungurahua, Ecuador. Method: a descriptive and cross-
sectional study was conducted on 1343 cattle using the California Mastitis Test.
Microbiological analysis was performed on 892 milk samples through hemolysis tests,
Gram staining, mannitol salt agar, and coagulase activity; antimicrobial susceptibility
was evaluated by disk diffusion, and data were processed using Chi-squared tests and
95 % confidence intervals in InfoStat. Results: the global prevalence of subclinical
mastitis was 39.8 %, with 12.2 % positivity for S. aureus, highlighting a critical
resistance to penicillin G (99.0 %) and the presence of multidrug-resistant strains with
decreased sensitivity to ciprofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole. Conclusion
: subclinical mastitis in the region represents a persistent sanitary challenge with

unusually high selective resistance pressure, making it imperative to replace empirical
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therapies with treatments based on local susceptibility profiles to mitigate economic
and sanitary impacts.

Keywords: bovines; multidrug-resistance; staphylococcus aureus; subclinical

mastitis
Introduccién

La mastitis subclinica (MSC) es uno de los desafios mas criticos para la
industria lactea global, pues compromete el bienestar del rebafo y genera pérdidas
economicas severas por la reduccion en la produccion y calidad de la leche. Al carecer
de signos externos evidentes, la MSC persiste de forma silenciosa, dificultando su
deteccion temprana y afectando la sostenibilidad del sector (Wieland, 2024; Molineri e
t al., 2021). Entre los agentes etiologicos, Staphylococcus aureus destaca por su
capacidad para establecer infecciones cronicas mediante la evasiéon inmunitaria y la
formacion de biopeliculas, lo que limita la eficacia de las terapias convencionales.

En la ultima década, la preocupacion cientifica se ha centrado en la variabilidad
de los patrones de resistencia antimicrobiana. La evidencia indica que la frecuencia de
cepas resistentes fluctua segun los sistemas de produccion y el historial de uso de
farmacos en cada region (Molineri et al., 2021). En el contexto ecuatoriano,
especificamente en la provincia de Tungurahua, la lecheria es el motor de la economia
rural, donde factores como el rendimiento individual y el tamafo de los hatos son
determinantes clave (Aucapifia Aimara et al., 2025). A pesar de su importancia,
persisten vacios de informacidn sobre la situacion sanitaria integral de la provincia.

A pesar de los avances en el diagnéstico y control de la mastitis bovina, aun
existe informacion limitada sobre la distribucion regional de la mastitis subclinica y los
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus en sistemas
lecheros de la provincia de Tungurahua. En este contexto, resulta necesaria una
evaluacion territorial coordinada que permita determinar la magnitud de la enfermedad
y el comportamiento de los agentes etioldgicos bajo un enfoque regional unificado. Por
lo expuesto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la prevalencia de
mastitis subclinica y los perfiles de susceptibilidad de Staphylococcus aureus en cinco

cantones de Tungurahua, Ecuador. Se plantea la hipotesis de que tanto la frecuencia
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de la enfermedad como los patrones de susceptibilidad bacteriana presentan
variaciones asociadas a la ubicacion geografica.
Materiales y Métodos

Localizacion y disefio experimental

La investigacion se desarrollé6 bajo un enfoque observacional y transversal
durante el afio 2025 en la provincia de Tungurahua, Ecuador. El estudio fue
multicéntrico, abarcando 74 unidades de produccidn lechera en los cantones Pelileo
(n=11), Tisaleo (n=11), Mocha (n=14), Pillaro (n=32) y Quero (n=6). El procesamiento
microbiolégico se centralizé en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.

Muestreo y diagndstico de campo

Se evaluaron 1343 vacas en lactacion mediante la Prueba de Mastitis de
California (CMT) con reactivo Laboratorios LIFE®. Se recolectaron 15 mL de leche de
cuartos con reaccion grado 1 o superior en tubos estériles, previa desinfeccion de
pezones. Las muestras se transportaron en refrigeracion (4 a 8 °C). El tamano
muestral se calculé por canton: Pelileo (n=158), Tisaleo (n=180), Mocha (n=206) y
Pillaro (n=278) mediante formula para poblaciones finitas (error 5 %, prevalencia 20
%); para Quero (n=160), se empled un disefio estratificado para poblaciones infinitas
(precision 10 %, prevalencia 24 %).

Aislamiento e identificacion de Staphylococcus aureus

Las muestras se sembraron en agar sangre enriquecido al 7 % (Titan Media®)
e incubaron a 37 °C por 24-48 horas. Las colonias con beta-hemdlisis y morfologia
compatible se subcultivaron en Agar Manitol Salado (Titan Media®). La confirmacion
de S. aureus se realiz6 mediante tincion de Gram, prueba de catalasa y coagulasa en
tubo (lecturas a las 4 y 24 horas). Los aislamientos se conservaron en caldo BHI y Agar
Tripticasa de Soja.

Susceptibilidad antimicrobiana

Se ajusté un in6culo a 0.5 de McFarland (1.5 x 10® UFC/mL) mediante
espectrofotometria a 600 nm. Se empleo la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer)

en Agar Mueller-Hinton (Titan Media®). El panel incluyé: Penicilina G (10 U), Linezolid
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(30 ug), Clindamicina (2 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Trimetoprima-Sulfametoxazol
(1.25/23.75 ug), Gentamicina (10 ug) y Cloranfenicol (30 pg). Tras 24 horas a 37 °C, se
midieron los halos de inhibicién y se interpretaron segun los puntos de corte del CLSI.

Andlisis estadistico

Los datos se procesaron en el software InfoStat. La prevalencia de mastitis
subclinica y la frecuencia de S. aureus se expresaron en porcentajes con intervalos de
confianza al 95 % (IC 95 %). Se aplicaron pruebas de Chi-cuadrado de Pearson (x?)
para evaluar la asociacion entre el origen geografico y la resistencia (p < 0.05). Las
cepas se categorizaron como multirresistentes (MDR) al presentar resistencia a tres o
mas familias de antimicrobianos.

Resultados y Discusion

Prevalencia de Mastitis Subclinica (MSC) por Cantén

La evaluacion epidemiolégica mediante la prueba de CMT en la provincia de
Tungurahua reveld una prevalencia global de mastitis subclinica del 39,8 %, afectando
a 534 animales del total evaluado (Tabla 1). La distribucion de la patologia mostré una
marcada asimetria territorial, donde el cantén Mocha destaco por presentar el perfil
sanitario mas comprometido, con una positividad del 77,3 %, cifra que supera
significativamente el promedio provincial. En contraste, los niveles de afectacion mas
bajos se registraron en Pelileo (25,8 %) y Pillaro (30,7 %). Esta variabilidad entre
zonas geograficas fue validada mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson, la
cual reporté diferencias altamente significativas (p < 0,001), confirmando que la
procedencia territorial de los animales esta estrechamente asociada con la
presentacion de la MSC.

Tabla 1

Prevalencia de mastitis subclinica (MSC) mediante la prueba de California

(CMT) en cinco cantones de Tungurahua
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Vacas
] Hatos Vacas . Prevalencia
Cantoén positivas a IC 95%
evaluados | evaluado de MSC (%)
CMT
Pelileo 11 217 56 25,8 [20,4-32,0]
Tisaleo 11 214 93 43,5 [37,0-50,2]
Mocha 14 211 163 77,3 [71,1-82,4]
Pillaro 13 541 166 30,7 [26,9-34,7]
Quero 6 160 56 35 [28,0-42,7]
Total 55 1343 534 39,8 [37,2-42,4]

Nota. CMT: Prueba de mastitis de California; IC 95 %: Intervalo de confianza al 95 %.
Valor p < 0,001.

Nuestros hallazgos confirman la hipotesis planteada sobre una elevada carga
de mastitis subclinica en la regién. La prevalencia global (39,8 %) muestra una
coincidencia notable con el promedio mundial del 42 % estimado por Krishnamoorthy
et al. (2021) y se alinea con la realidad nacional documentada por Avellan Vélez et al.
(2019) en Manabi (38,6 %), aunque resulta inferior al 65,5 % reportado en sistemas
lecheros andinos de Peru por Santivafiez-Ballén et al. (2013). Estos niveles de
positividad sugieren que la MSC es un desafio sanitario persistente en Tungurahua,
posiblemente exacerbado por deficiencias observadas en protocolos criticos como el
pre-sellado y el secado con toallas unicas; factores que Pérez Morales et al. (2022)
asocian directamente con la probabilidad de infecciones intramamarias.

Aislamiento y Caracterizacién Bioquimica de Staphylococcus aureus

El procesamiento microbiolégico de las muestras de leche reactivas al CMT
permitié la recuperacion de 892 aislamientos con morfologia compatible con el género
Staphylococcus. La caracterizacidn fenotipica inicial revelé que poco mas de una
tercera parte de las colonias exhibieron actividad hemolitica completa (B-hemadlisis),
rasgo que se manifestd de forma casi unanime en los aislamientos del cantéon Quero

(Tabla 2). La identificacion definitiva mediante la prueba de la coagulasa confirmo un
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total de 109 cepas de S. aureus, representando una frecuencia de aislamiento global
del 12,2 %, con diferencias territoriales altamente significativas (p < 0,001).

Tabla 2

Caracterizaciéon microbiolégica y frecuencia de aislamiento de Staphylococcus aureus

en cinco cantones de Tungurahua.

Canté Muestras Colonias Coagulasa (+) | Frecuenci IC 95%
n CMT (+) hemoliticas (n) (S. aureus) a (%)

Pelileo 75 30 6 8,0 [3,7-16,4]

Tisaleo 147 51 23 15,6 [10,7-22,4]
Mocha 342 80 26 7,6 [5,2-10,9]
Pillaro 272 99 30 11,0 [7,8-15,3]
Quero 56 52 24 42,9%** [30,8-55,9]
Total 892 312 109 12,2 [10,2-14,5]

Nota. La identificacion se basé en pruebas de coagulasa, catalasa y manitol salado.
Valor p < 0,001.

Determinamos una frecuencia promedio del 12,2 %, con una marcada
heterogeneidad territorial donde el cantén Quero destacé con una prevalencia
especifica del 42,9 %, cifra que iguala los niveles reportados en México por Touaitia et

al. (2025). No obstante, estos valores fueron inferiores al 22 % documentado por
Bonifaz y Conlago (2016) en sistemas lecheros de Cayambe, Ecuador. Por el
contrario, las bajas tasas de recuperacién en Mocha (7,6 %) y Pelileo (8,0 %) sugieren
que la circulacion del patégeno no es uniforme en la zona de estudio. Esta disparidad
indica que, mientras en Quero la bacteria actua como reservorio dominante, atribuible
a la omision de la desinfeccion post-ordefio como mencionan Toscano Ponce y Burgos
Mayorga (2025), en otros cantones la inflamacion detectada por el CMT tiene un

origen distinto.
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Una posible fuente de error en este contraste (alta positividad al CMT vs. bajo
aislamiento en Mocha) podria residir en la presencia de patdgenos ambientales no
identificados o en factores mecanicos. Como sugieren Odorci¢ et al. (2019), el uso de
equipos de ordefio mal calibrados genera lesiones en el canal del pezén que elevan el
recuento celular sin necesidad de una infeccion bacteriana persistente. En conjunto,
los datos demuestran que la mastitis en la zona es un fendbmeno multicausal, donde la
presion infectiva de S. aureus se concentra en focos epidemiolégicos especificos
como Quero.

Perfiles de Susceptibilidad Antimicrobiana y Multirresistencia (MDR)

Los aislamientos de S. aureus presentaron una resistencia elevada y
homogénea a la Penicilina G entre los cantones evaluados (x* = 2,26; g/ = 4; p =
0,6887). Un patron de distribucién uniforme similar se observé para la Clindamicina (x
2=6,89; p =0,1417), donde no se hallaron diferencias significativas en las frecuencias
de resistencia segun el origen de la muestra (Tabla 3). Esta ineficacia de los
betalactamicos, con una frecuencia global del 99,0 % (Tabla 3), supera
significativamente el 52 % documentado por Quispe (2021) en sistemas altoandinos y
se aleja drasticamente del 45,1 % estimado a nivel global por Wang et al. (2022). Esta
brecha evidencia una presién selectiva inusualmente alta en Tungurahua, derivada
probablemente de un historial prolongado de uso empirico sin supervision técnica.
Como sugiere la homogeneidad de los datos, la ineficacia de la penicilina no es un
evento aislado, sino un fendbmeno consolidado que invalida su uso clinico actual en la
region, representando una de las principales limitaciones terapéuticas halladas.

Tabla 3

Perfil de resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus aislado por

canton

Pelileo | Tisaleo | Mocha (| Pillaro (
Antibiético Quero | Total (N) | IC 95%
(n=6) (n=23) | n=26) n=230)

PEN 100% 100% 100% 99,7% 10 99,0% [94,4-99,8]
LNZ 66,7% 55,1% 53,8% 69%* 16 55,7% [45,8-65,2]
e9155
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CLI 50% 46,4% 50% 46% 8| 43,3% [33,9-53,2]
CIP 50% 31,9% | 46,2% 66,7%*** 0, 38,5% [29,9-47,9]
GEN 33,3% 13% 26,9% 50%** 0, 27,8% [19,9-37,5]
SXT 100% 24,6% 34,6% 66,7%*** 0/ 37,6% [29,1-47,0]
CHL 16,6% 2,9% 19,2% 56%*** 0, 35,1% [26,3-45,0]

Nota. PEN: Penicilina G; LNZ: Linezolid; CLI: Clindamicina; CIP: Ciprofloxacino; SXT:
Trimetoprima-Sulfametoxazol; GEN: Gentamicina; CHL: Cloranfenicol.

“ Frecuencia calculada sobre un subgrupo de n=12 aislamientos (Total N=97).

» Frecuencia calculada sobre el total consolidado de n=24 aislamientos (Total N=109).

Los porcentajes representan la frecuencia de cepas resistentes. Niveles de
significancia: * p < 0,05; p < 0,01; *** p < 0,001 (Prueba x? de Pearson).

Desde la perspectiva estadistica, la ausencia de diferencias significativas entre
los cantones analizados (p = 0,6887) para este antibiético es un indicador fundamental
de la magnitud del problema. Como sugiere la homogeneidad de nuestros datos, la
ineficacia de los betalactamicos no es un evento aislado de un hato o localidad
especifica, sino un fendmeno sanitario consolidado a nivel regional. Esto demuestra
que S. aureus ha logrado una estabilidad en sus mecanismos de defensa frente a la
penicilina en la zona, lo que invalida su uso clinico actual independientemente del nivel
de tecnificacion o el manejo geografico de la explotacion.

Otros farmacos mostraron una realidad dependiente de la localidad,
confirmando nuestra hipotesis de variabilidad geografica con diferencias altamente
significativas (p < 0,0001). Los perfiles de susceptibilidad en el cantéon Quero revelaron
una sensibilidad total para el Ciprofloxacino y la Trimetoprima-Sulfametoxazol (SXT)
(Tabla 3). Este hallazgo coincide con lo reportado por Selim (2022) en Egipto y Quispe
(2021) en Peru, quienes también registraron una sensibilidad absoluta. Esto sugiere
que, en zonas con manejos mas tradicionales o menor presion de seleccién, estos
antibiéticos aun conservan su potencia farmacoldgica original.

No obstante, esta situacion cambia en cantones con mayor movimiento

ganadero como en Pillaro, donde la resistencia al SXT alcanzé el 66,7 %, superando
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drasticamente el 36,2 % estimado a nivel mundial por Wang et al. (2022). Esta
diferencia entre localidades evaluadas no es producto del azar; como explica Liu et al.
(2022), la flexibilidad genética de S. aureus le permite una adaptacién acelerada en
entornos donde los medicamentos se utilizan con mayor frecuencia o sin protocolos de
rotacién, transformando a una bacteria comun en una variante de dificil control clinico.

El hallazgo mas critico de esta dinamica territorial es la emergencia de cepas
con Multirresistencia (MDR). Si bien la Gentamicina aun mantiene una eficacia relativa
del 72,2 % a nivel regional, similar a lo reportado recientemente por Gutama y Aberber
(2025), la deteccion en ciertos cantones de aislados capaces de resistir a tres 0 mas
familias de antibiéticos constituye una senal de alerta epidemiolégica. Nuestros datos
demuestran que el patégeno no solo evade farmacos de forma individual, sino que
esta consolidando defensas multiples. Este escenario obliga a abandonar los
tratamientos de "receta unica" provincial y subraya la necesidad de implementar
estrategias de control sanitario diferenciadas y ajustadas a la realidad de cada uno de
los cantones evaluados.

La determinacioén de cepas de S. aureus multirresistentes en la leche cruda de
la provincia representa un riesgo latente para la salud publica. Como advierten Zhang
et al. (2022), este patdégeno es un vehiculo critico para la contaminacién de productos
lacteos con cepas portadoras de genes de resistencia y productoras de enterotoxinas,
cuya prevalencia suele ser superior en la leche cruda (33,36 %) frente a productos
procesados. Al contrastar nuestros hallazgos con la tendencia global, resulta evidente
que el consumo de derivados artesanales y leche sin pasteurizar en la regién, practica
comun, multiplica el riesgo de transmision de bacterias con defensas avanzadas
contra los antibidticos.

Esta problematica se agrava al observar la pérdida de sensibilidad ante
farmacos de "maxima prioridad", como las quinolonas. Segun Zhang et al. (2022), el
uso indiscriminado de antibidticos en el ganado selecciona bacterias capaces de
colonizar a los humanos, limitando las opciones terapéuticas en medicina clinica. La
ineficacia casi absoluta de la penicilina G en los cinco cantones sugiere una presion

selectiva ambiental que trasciende el ambito veterinario.
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Bajo este escenario, la vigilancia sanitaria actual resulta insuficiente para
contener la resistencia antimicrobiana. Por ello, Hibbard et al. (2024) sostienen que es
imperativo adoptar una gestion intersectorial que regule estrictamente el uso de
farmacos en el campo, priorizando la salud publica sobre la productividad lactea. Solo
mediante la implementacién de estas politicas de "Una Salud" se garantizara que los
antibioticos conserven su funcién vital tanto en la sanidad animal como en la medicina
humana de la region.

Conclusiones

La prevalencia de mastitis subclinica en los sistemas lecheros evaluados de
Tungurahua fue del 39,8 %, evidenciandose una distribucion territorial heterogénea
entre los cantones estudiados. Asimismo, Staphylococcus aureus presentd una
frecuencia de aislamiento del 12,2 %, con mayor presencia en el canton Quero, lo que
sugiere una posible influencia de las practicas locales de manejo sanitario sobre la
dinamica de transmisién del patégeno.

Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus evidenciaron una
baja sensibilidad frente a penicilina G y variabilidad en la respuesta a otros
antimicrobianos evaluados, ademas de la presencia de cepas multirresistentes. Estos
hallazgos resaltan la importancia de implementar programas de monitoreo
microbiolégico y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para fortalecer las
estrategias de control y tratamiento de la mastitis bovina en la region.
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