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RESUMEN 

 

 

La mastitis bovina es considerada la enfermedad del ganado lechero de mayor importancia 

en el mundo, debido a que provoca grandes pérdidas económicas. El género Staphylococcus es el 

agente bacteriano más comúnmente aislado dentro de estas infecciones. Sin embargo, el uso 

indiscriminado e inapropiado de los medicamentos para su tratamiento ha provocado la aparición 

de cepas resistentes. La necesidad de buscar alternativas para el control de esta enfermedad nos ha 

conducido a la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas basadas en compuestos naturales 

asilados de plantas, entre estos se incluyen a los aceites esenciales. Por tanto, en este trabajo se 

realizó la evaluación de la actividad antimicrobiana “in vitro” de tres aceites esenciales: canela, té 

de árbol y romero en contra de distintas cepas del género Staphylococcus causantes de mastitis 

bovina. Para ello, se inició con un análisis de sensibilidad utilizando la metodología de difusión en 

disco. Se observó, que las siete bacterias probadas mostraron sensibilidad ante las concentraciones 

ensayadas, siendo la de 8.0% v/v del aceite la más efectiva para inhibir el crecimiento bacteriano. 

Asimismo, se obtuvo que todas las bacterias tuvieron una CMI de 0.3125 mg/mL y CMB de 0.625 

mg/mL para el aceite esencial de canela. Por otra parte, para el aceite esencial de té de árbol se 

determinó una CMI de 0.625 mg/mL, mientras que la CMB fue de 1.25 mg/mL para todas las 

bacterias en estudio. El análisis del aceite esencial de romero arrojó valores similares, 0.625 mg/mL 

como CMI y 1.25 mg/mL como CMB. Se realizaron los conteos bacterianos correspondientes para 

observar el comportamiento de las cepas ante las distintas concentraciones de los aceites y se 

determinó que el S. aureus ATCC 6538 fue la bacteria más sensible a los aceites esenciales usados. 

También se observó que el aceite esencial de canela mostró la más  alta efectividad antibacterial 

contra los distintos estafilococos ensayados. 

El presente trabajo evidenció que los aceites esenciales probados en este estudio son una alternativa 

promisoria a futuro para ayudar a combatir el problema de la resistencia bacteriana.  

 

Palabras clave: Aceites Esenciales, Mastitis Bovina, Resistencia Bacteriana, Bacterias. 
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ABSTRACT 

 

 

Bovine mastitis is considered the most important dairy cattle disease because it causes 

major economic losses. The genus Staphylococcus is the most isolated within these infections. 

However, the indiscriminate and the inappropriate use of drugs for its treatment has caused the 

appearance of resistant strains. Searching for alternatives to control this disease has led us to the 

seek for natural compounds that include the use of essential oils. Therefore, in this work we 

evaluated the in vitro antimicrobial activity of three different essential oils was evaluated: 

cinnamon, tree tea and rosemary against different Staphylococcus spp. causing bovine mastitis. 

Firstly, a sensitivity analysis was carried out by disc diffusion methodology. The three tested 

bacteria showed sensitivity to the concentrations probed, being the 8.0% v/v concentration of the 

oil the most effective to inhibit bacterial growth. 

In addition, the Minimum Inhibitory Concentration (CMI) and Minimum Bactericidal 

Concentration (CMB) were estimated. As a result, a similar behavior for the seven bacteria treated 

was observed. A CMI of 0.3125 mg/mL and CMB of 0.625 mg/mL for cinnamon essential oil was 

estimated against all tested bacteria. On the other hand, for the tea tree essential oil, a CMI of 0.625 

mg/mL and an CMB of 1.25 mg/mL against all the tested bacteria were estimated. Similarly, the 

CIM and the CMB were 0.625 mg/mL and 1.25 mg/mL respectively for the rosemary essential oil. 

The bacterial counts were carried out to observe the behavior of the strains being exposed to the 

oils. S. aureus ATCC 6538 was the most sensitive bacteria in this study. It was concluded that 

cinnamon essential oil was the most effective antimicrobial oil. The present work showed that the 

essential oils tested in this study are a promising alternative against the bacterial resistance 

problem. 

 

Key words: Essential Oils, Bovine Mastitis, Bacterial Resistance, Bacteria. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

La mastitis bovina es la enfermedad del ganado lechero de mayor importancia en el mundo 

debido a que provoca pérdidas económicas muy grandes para los ganaderos, además del enorme 

gasto que se destina al tratamiento de los animales enfermos (Pellegrino et al., 2011). Entre las 

principales afectaciones se encuentran los problemas en la calidad de la leche, ya que altera su 

composición, así como la generación de grumos o coágulos, consistencia de agua y variaciones en 

la cantidad de grasa. Por otra parte, en el ganado suele presentar fiebre, depresión, anorexia, ubres 

inflamadas e incluso hemorragia (Abebe et al., 2016; Ruiz, 2005). 

Existe una gran variedad de microorganismos reconocidos como los principales agentes causales 

de mastitis bovina, entre ellos podemos mencionar a Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

coagulasa negativos, Staphylococcus coagulasa positivos y Streptococcus spp (Ismael, 2018).  

Los tratamientos para mastitis incluyen antibióticos, pero los protocolos no se siguen al pie de la 

letra. Esto sucede ya que primero es necesaria la identificación del patógeno causante de la mastitis 

para proporcionar una terapia antibiótica adecuada según el caso (Hossain et al., 2017; Ruiz, 2005). 

Sin embargo, la administración de medicamentos puede realizarse en forma empírica e 

indiscriminada, lo que posiblemente no erradique la bacteria invasora y como resultado se 

presentan cepas bacterianas resistentes a una gran variedad de antibióticos. 

Las bacterias del género Staphylococcus ya han mostrado resistencia alta a los antibióticos de 

mayor uso clínico en ganadería como son: penicilina, eritromicina, estreptomicina o gentamicina 

(Pellegrino et al., 2011). Investigadores como Ramírez et al., (2018) reportaron que 

Staphylococcus aureus aislado de leche bovina ha mostrado resistencias de 98% a trimetoprima, 

81.3% a cefalexina, 38.8% a penicilina y 35.5% a ampicilina. Por otra parte, Bravo (2009) encontró 

que 45.8% de las cepas de S. aureus y 84.2% de S. coagulasa negativo eran resistentes a la 

penicilina.  

Los numerosos casos de resistencia bacteriana a los antibióticos, los altos costos que implican los 

tratamientos para mastitis bovina y las pérdidas económicas que generan han provocado que los 

científicos busquen alternativas para poder reducir la problemática causada por la resistencia 

bacteriana a los antibióticos. Se han descrito varias sustancias o agentes biológicos que tienen éxito 

en inhibir o eliminar el crecimiento de patógenos causantes de mastitis in vitro. Aunque estos son 
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muy prometedores, todavía no se encuentran disponibles para su administración in vivo (Gomes & 

Henriques, 2016). 

El uso de extractos naturales, particularmente los aceites esenciales de las plantas han sido 

probados en distintas áreas de investigación y sus efectos sobre el crecimiento bacteriano han sido 

analizados con resultados alentadores. Por ende, estas sustancias podrían convertirse en auxiliares 

en el tratamiento y prevención de la mastitis ya que muchos de ellos han mostrado excelentes 

propiedades antibacterianas en contra de bacterias patógenas (Mordmuang & Voravuthikunchai, 

2015). 

Entre los distintos aceites esenciales que existen, los de canela, té de árbol y romero han atraído la 

atención debido a su actividad antioxidante, desinflamatoria y por supuesto, la actividad 

antibacteriana. Estos aceites han sido probados en distintas especies bacterianas, sobre todo en 

aquellas causantes de infecciones y contaminaciones alimentarias como lo son Escherichia coli y 

Salmonella typhi, sin embargo, los estudios sobre su efectividad antibacteriana “in vitro” aún son 

muy limitados y no concluyentes. Por lo tanto, se plantea que estos aceites esenciales de canela, 

romero y té de árbol posean actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus coagulasa positivos, dos de los principales agentes causantes de la mastitis bovina. 
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Mastitis Bovina 

 

 

La mastitis bovina es una enfermedad de incidencia alta a nivel mundial, y es considerada 

una de las patologías más relevantes no solo por las pérdidas económicas ocasionadas a la industria 

láctea, sino por las dificultades para su adecuado control (Mendoza et al., 2017). Los agentes 

etiológicos causantes de la enfermedad pueden variar de lugar a lugar dependiendo del clima, raza 

de animal y sistema de explotación utilizado. Por ello, la mastitis permanece como un desafío para 

los veterinarios en todo el mundo (Varshney et al., 2012; Deb et al., 2013). 

 

 

2.1.1. Mastitis Clínica y Subclínica 

 

 

La mastitis puede ser clasificada como clínica o subclínica. La clínica es caracterizada por un inicio 

repentino, y donde se presentan alteraciones en la composición y apariencia de la leche (grumos, 

presencia de coágulos, consistencia de agua, variaciones en la cantidad de grasa). Además, se 

observa la disminución de producción de leche y, sobre todo, la presencia de signos clínicos en la 

vaca: fiebre, depresión, anorexia, ubres inflamadas y/o con sangre (Abebe et al., 2016; Ruiz et al., 

2005). La incidencia de mastitis clínica se considera un importante indicador de salud y bienestar 

del animal (Trevisi et al., 2014). 

Los factores de riesgo asociados a casos de mastitis clínica en el ganado pueden ser: el mes de 

lactación, estación del año, conteo de células somáticas (macrófagos, linfocitos, neutrófilos) 

elevadas en lactaciones previas o historial clínico de mastitis (Bhat et al., 2017). Debido a lo 

anterior, la mastitis es un padecimiento que puede ser observable, ya que las vacas se muestran 

visiblemente enfermas y la consistencia de la leche se vuelve anormal. 

La mayoría de los casos de mastitis clínica son causados por bacterias. Las más importantes son 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp. y Streptococcus spp. (Ismael, 2018). 
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Por otra parte, la mastitis subclínica se caracteriza por no presentar signos visibles  de enfermedad, 

y la leche es aparentemente normal (sin presencia de sangre ni grumos) pero existe una 

disminución en su producción y su conteo de células somáticas es elevado (Ruiz, 2005). Se han 

propuesto distintos puntos de corte para la definición de mastitis subclínica en base al conteo 

celular, pero se ha establecido que alrededor de 250,000 células/mL indica la presencia de la 

enfermedad. 

Además, se ha encontrado una relación entre el conteo de células somáticas y la cantidad de leche 

producida por la vaca. Mientras mayor sea el número de células, el animal produce menos litros 

de leche (Ismael, 2018). La mayoría de los casos de mastitis subclínica son causados por 

estafilococos coagulasa negativos como son: S. chromogenes y S. epidermidis, también por cepas 

de Streptococcus agalactiae y sobre todo por S. aureus (Mpatswenumugabo et al., 2017). 

En contraste con la clínica, la mastitis subclínica es difícil de detectar mediante una inspección 

visual y palpación de las ubres debido a la ausencia de cambios visibles, lo que la convierte en un 

reto para su detección (Hussein et al., 2018). 

 

 

2.1.2.  Agentes Causantes de Mastitis Bovina 

 

 

2.1.2.1 Staphylococcus aureus. Pertenece al grupo de estafilococos coagulasa positivos, y se 

considera el principal causante de la mastitis bovina. Se ha encontrado transitoriamente en la piel 

y pequeñas heridas de las vacas, donde pueden llegar a tener acceso al pezón e infectar la glándula 

mamaria (Dingwell et al., 2003). Se estima que es responsable de más del 30% de las infecciones 

de mastitis en el mundo. Es capaz de producir mastitis clínica con síntomas locales y sistémicos 

de moderados a severos, pero también es causante de mastitis subclínica, en donde la bacteria es 

persistente (Del Cura, 2014). 

Algunos datos establecen que la localización geográfica de los establos puede modificar la 

susceptibilidad de los animales a infecciones de mastitis por S. aureus. Por ejemplo, predios en 

regiones con temperaturas altas y humedades relativas presentan mayor prevalencia de la bacteria 

en comparación con aquellos que tienen temperaturas más bajas (Contreras, 2009). Otra forma 

común de transmisión se presenta entre vacas antes del parto y, además, se ha demostrado que las 
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moscas juegan un papel importante como vectores en la transmisión y propagación de la 

enfermedad (Del Cura, 2014). 

El tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus es complicado, ya que la presencia de 

exopolisacáridos en las bacterias dificulta la acción de los fármacos. A esto se suma la capacidad 

de vivir en el interior de los macrófagos y células epiteliales, además de la alta resistencia a los 

antibióticos. La tasa de recuperación depende de varios factores: la edad de la vaca (mientras es 

mayor, menor probabilidad de cura), mayores niveles de células somáticas, elevada duración de la 

infección, mayor número de conteo de colonias bacterianas en cultivos (Del Cura, 2014). 

 

 

2.1.2.2 Staphylococcus coagulasa negativos. Los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) son 

organismos que constituyen parte de la microbiota normal de la piel, mucosas y glándulas de 

mamíferos. Entre ellos se encuentran S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. chromogenes, 

S. simulans (Bonetto, 2014). 

En los diagnósticos de mastitis bovina, los SCN normalmente no son identificados a nivel de 

especies, sino que son tratados como un grupo homogéneo. Los altos costos de identificación de 

especies y la falta de tratamientos específicos para cada uno de ellos son motivos justificados para 

agruparlos entre sí (Bonetto, 2014). Las infecciones por SCN suelen ser leves o de tipo subclínico, 

aunque en algunas ocasiones pueden causar procesos más graves y persistentes. Además, 

provocan aumentos en el número de células somáticas y la consecuente disminución en la calidad 

y cantidad de leche debido al daño causado en el tejido mamario (Sánchez & Gutiérrez, 2015). 

El conocimiento de la virulencia y los mecanismos asociados a SCN son limitados. Hoy en día, se 

han identificado a dos posibles mecanismos: su invasividad (permean barreras protectoras para 

adherirse a las células del hospedero) y su toxicidad, porque son capaces de sintetizar enzimas 

como lipasas, ADNasas, hemolisinas y otras exoenzimas que degradan los tejidos, contribuyendo 

a la persistencia de las infecciones por estas bacterias (Tremblay et al., 2013; Fariña et al., 2013). 

En la actualidad, los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) están siendo considerados como 

patógenos emergentes de la mastitis bovina y se aíslan frecuentemente en rebaños de vacas donde 

a menudo provocan infecciones antes del parto. Además, la resistencia a antibióticos es más 

común en este grupo a comparación de S. aureus, aunque frecuentemente los SCN responden 

mejor a los tratamientos con antibióticos (Ruiz, 2005). 
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2.1.2.3 Patógenos menores. Existen otro tipo de bacterias, aunque menos comunes, las cuales también 

pueden ser causantes de mastitis bovina, y consideradas como patógenos menores. El hábitat de 

estas bacterias es el medio ambiente donde se encuentran las vacas, por lo que se considera la 

principal fuente de infección. Dentro de esta categoría se incluyen coliformes como Escherichia 

coli o Klebsiella spp., distintos tipos de Estreptococos y especies de Bacillus spp. y Pseudomonas 

spp. (Ruiz, 2005). 

Los llamados patógenos ambientales están ampliamente diseminados en los lugares donde viven 

las vacas, en especial si están húmedos y/o con un alto contenido de materia orgánica (fecal, restos 

de alimentos como granos húmedos, etc.). Este tipo de infecciones ocurren por lo general entre los 

ordeños. La realización de este proceso bajo condiciones higiénicas disminuye en gran medida el 

riesgo de infección en el ganado (Corbellini, 2002). Estos patógenos causan mastitis clínica y los 

signos se caracterizan por ser de intensidad moderada a severa, la leche es anormal (con sangre, 

grumos) y la glándula se encuentra inflamada. Además de esto, infecciones por bacterias como 

Klebsiella spp. provocan una respuesta inflamatoria severa (Ruiz, 2005). 

 

 

2.1.3 Prevalencia en México y en el Mundo 

 

 

La mastitis bovina es uno de los principales problemas que enfrentan los productores de ganado 

lechero en el mundo. Las condiciones en las que se encuentra el ganado, así como el 

desconocimiento de la enfermedad, son algunas de las causas por las que este problema ha 

aumentado durante los últimos años. Se estima que un tercio de las vacas lecheras de todo el 

mundo están afectadas por cualquier forma de mastitis (Vento et al., 2008). 

La prevalencia de mastitis bovina ha sido estudiada alrededor del mundo, particularmente en 

Colombia debido a que las actividades ganaderas representan el mayor aporte al PIB (Producto 

Interno Bruto) de ese país. Trujillo et al. (2011) reportaron una prevalencia de 19.9% en 7 fincas 

colombianas estudiadas. Otros estudios mostraron porcentajes que se encuentran entre 34-50% en 

distintas zonas de ese país (Calderón et al., 2008; Pinzón et al., 2009; Ramírez et al., 2014). Uno 

de los trabajos más recientes por Sánchez et al. en 2018 encontró un 45.4% de prevalencia de 

mastitis bovina en una de las regiones lecheras de Colombia, donde los estafilococos fueron el 
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microorganismo causante más común. 

En Ecuador, Bonifaz y Conlago (2016), estimaron una prevalencia de 66% de la infección en una 

zona ganadera del país. Asimismo, Santibáñez et al. (2011), reportaron 65.5% de prevalencia en 

un distrito lechero de Perú, mientras que Castillo et al. (2009), reportaron una prevalencia de 

35.2% de mastitis bovina de 12 fincas distintas en Venezuela. Por otra parte, el continente africano 

ha reportado cifras que se encuentran en rangos similares a las reportadas en el continente 

americano. Ondiek et al. (2013), muestrearon vacas lactantes en Kenia y encontraron que el 34.1% 

tenían mastitis. Otra investigación realizada por Iraguha et al. (2015) en 23 granjas de Ruanda 

estimó una prevalencia de 51.8% de mastitis. 

En México, la prevalencia de mastitis bovina se mantiene en un rango de entre 30% - 75% 

aproximadamente. Diversos estudios han mostrado tasas de infección variables en distintas 

regiones del país. Las causas asociadas podrían ser las condiciones climáticas, características del 

ambiente y las medidas de higiene y condiciones de ordeño de cada establo ganadero. 

En la zona sur de México, uno de los primeros reportes lo realizaron Velásquez et al. (2001) en 

el estado de Veracruz, donde encontraron mastitis desde 33% a 46%. Ávila et al. (2004), 

reportaron una prevalencia de mastitis de 69% para el Valle de México, mientras que Guízar et 

al. (2008), de 49% en el estado de Michoacán. Asimismo, Bolaños et al. (2004), estimaron una 

prevalencia de 33% a 49% de mastitis en Hidalgo, y de igual manera, Romero et al. (2004), 

encontraron una prevalencia de 46% en Tlaxcala. Por otra parte, Pech et al. (2007), reportaron 

una prevalencia de 53% en nueve unidades de producción de Yucatán. Aunado a esto, resultados 

de Aguilar et al. (2014), indicaron que la prevalencia de mastitis bovina fue de 35.6% en 37 

establos muestreados en el estado de Jalisco.  

En la zona norte de nuestro país, los estudios sobre la prevalencia de mastitis bovina son limitados. 

El primer dato en el estado de Sonora lo presentaron Solórzano et al. (1980), quienes mostraron 

una prevalencia de 30.94% de mastitis en establos de Hermosillo. Posteriormente, Gerlach et al. 

(2009), reportaron un 18.3% de mastitis subclínica y 5.35% de mastitis clínica en un establo del 

municipio de Santa Ana. Uno de los estudios más recientes lo realizó Valle (2015), quien encontró 

una prevalencia de 20.6% de mastitis en la comunidad de Cobachi, Sonora. 

La información relacionada con la prevalencia de la mastitis bovina, sus factores de riesgo, y el 

tipo de patógeno involucrado, es esencial para diseñar medidas de prevención y control de la 

enfermedad (Birhanu et al., 2017). 
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2.1.4. Repercusiones Económicas 

 

 

La mastitis bovina es una enfermedad de alta prevalencia en los ganados lecheros y 

subsecuentemente afecta de manera importante la economía de la industria lechera. Esto se debe 

a que la propia enfermedad provoca una disminución en la cantidad de leche producida por la 

vaca, lo cual aumenta los costos de los tratamientos y el desecho (aquellas vacas destinadas al 

matadero tras su última lactancia) temprano de las vacas. 

Se consideran una gran variedad de factores al momento de determinar el impacto económico de 

la mastitis. Algunos son intrínsecos de la vaca como su edad o número de parto, la raza, el 

momento en la lactancia y su duración, el estado reproductivo y el volumen de producción láctea. 

Otros factores son las características anatómicas de las ubres, el estado de su sistema 

inmunológico o deficiencias nutricionales (Villagómez y Cervantes, 2013). Existen además 

factores extrínsecos ajenos a la vaca y que también repercuten en el impacto económico de la 

enfermedad. Algunos de ellos son las condiciones ambientales del establo, el estrés calórico, las 

épocas del año, la cantidad de ganado o características de los equipos de ordeño. Asimismo, otros 

factores influyentes son la presencia de microorganismos patógenos en ubres o ambiente, el 

manejo higiénico antes, durante y después del ordeño, o los procedimientos y la rutina de ordeño 

(Villagómez y Cervantes, 2013). 

La mastitis subclínica es mucho más importante económicamente hablando que la clínica. En 

principio, tiene mayor prevalencia, su detección es más compleja y pasa muchas veces 

desapercibida, lo que provoca un aumento en el número de infecciones. Asimismo, provoca 

elevado número de células somáticas en leche, lo que disminuye su precio o incluso limita su 

comercialización (López, 2014). 

El Consejo Nacional de la Mastitis (NMC) en Estados Unidos, estima que la enfermedad provoca 

una pérdida promedio de $225 dólares anuales por vaca en un hato con problemas de infección 

(Meza et al., 2006). El 64% de las pérdidas se atribuyen a una disminución de la producción de 

leche, 14% al descarte de leche después de tratamientos, 8% al costo de medicamentos y de 

honorarios profesionales, 13% a muertes prematuras y 1% a cuestiones diversas (Saran y Chaffer, 

2000). 

En México, se estima que las pérdidas económicas derivadas de la mastitis son de 2,500 millones 
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de pesos anuales, donde solo entre el 20 al 30% pertenecen al tipo clínico, mientras que entre el 70% 

y 80% son ocasionadas por la mastitis subclínica (Romero, 2004). 

Debido a la cuantiosa pérdida económica que causan las infecciones por mastitis en la industria 

ganadera, se vuelve necesario el seguimiento de las políticas establecidas por cada país para reducir 

y controlar los casos. La mayoría consisten en mantener una buena higiene en el lugar donde se 

encuentran los animales y asear las ubres para evitar la proliferación de bacterias (Armenteros et 

al., 2002). También es necesario llevar prácticas de ordeño de calidad, higiénicas, realizar la 

desinfección de pezones post-ordeño, verificar el equipo utilizado, vacunar y cuidar las dietas de 

las vacas. El cumplimiento de estas medidas puede reducir la aparición de la enfermedad en el 

ganado lechero (Scaramelli y González, et al. 2005). 

 

 

2.2. Antimicrobianos Convencionales y Resistencia 

 

 

Los métodos actuales de control de mastitis fueron desarrollados hacia fines de la década de los 

sesenta y están basados en la prevención de nuevas infecciones. La terapia con antibióticos es uno 

de los pilares de programas de control tanto de casos clínicos como subclínicos (Calvinho et al., 

2001). El principal objetivo del tratamiento con antibióticos es eliminar al microorganismo 

causante de la enfermedad, mediante una administración óptima de la droga en el sitio activo de 

la infección. Además, se busca que la glándula mamaria se recupere y la leche producida regrese 

a sus niveles normales. De igual manera, se busca que el potencial de producción continúe y que el 

costo/beneficio del tratamiento sea positivo (Andresen, 2011). 

Un tratamiento adecuado se reflejará en la disminución de la incidencia de mastitis y en la mayor 

calidad de la leche, además reduce el sufrimiento de los animales y previene el consumo de 

alimentos contaminados que causan enfermedades en los humanos. 

Para aplicar el tratamiento se consideran los siguientes factores: detección de la glándula mamaria 

infectada, inicio rápido del tratamiento y su administración correcta además de su registro. 

Asimismo, se deben identificar las vacas en tratamiento y asegurarse que su leche se encuentre 

libre de antibióticos antes de mezclarla con la leche de tanque (Ruiz, 2005). 

Se recomienda que antes de iniciar cualquier tratamiento para mastitis bovina, primero se realicen 
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los cultivos de muestras provenientes del ganado enfermo con el fin de identificar al agente causal 

y su sensibilidad a fármacos. Una vez aislado, se selecciona aquel antibiótico con un espectro lo 

más estrecho posible contra el patógeno específico (Hossain et al., 2017). Desafortunadamente 

esto casi no se realiza porque los resultados de diagnóstico por laboratorio son lentos. Entonces, 

se utilizan antibióticos a conveniencia, por precio o por alcance, lo cual los hace menos efectivos 

(Ruiz, 2005). Lo anterior puede provocar la persistencia de las infecciones en el ganado, y la 

subsecuente aparición de bacterias resistentes a los antibióticos, todo derivado de ese uso 

inadecuado durante el tratamiento. 

Los mecanismos básicos de resistencia bacteriana pueden ser clasificados en tres. En primer lugar, 

tenemos a aquellas bacterias que son capaces de destruir o modificar la estructura química del 

fármaco. Esto lo realizan gracias a la producción de enzimas destinadas para esta función. Una de 

las más conocidas son las beta-lactamasas, que se caracterizan por hidrolizar el núcleo beta-

lactámico rompiendo el enlace amida del anillo. Otro ejemplo es la eritromicina esterasa, la cual 

hidroliza el anillo de lactona de ciertos antibióticos (Pérez-Cano & Robles-Conteras, 2013).  El 

segundo mecanismo consiste en bacterias que pueden alterar el sitio blanco que posee el 

antibiótico. En estos casos, la bacteria modifica algunos aspectos propios como la pared celular o 

su membrana. 

Algunas especies que tienen los mecanismos antes mencionados son S. aureus, S. epidermidis, 

Pseudomonas aeruginosa y E. coli (Mosquito et al., 2011). Además, existe un tercer mecanismo 

de resistencia que actúa alterando las barreras de permeabilidad membranal. Esto lo realiza 

mediante la inducción de cambios en los receptores bacterianos específicos para los antibióticos 

o por alteraciones en aquellos componentes que forman parte de la envoltura de la célula 

bacteriana. Esto provoca la expresión de bombas de eflujo que “expulsan” el antibiótico fuera de 

la bacteria. Este tipo de sistemas se encuentra tanto en bacterias Gram positivas como Gram 

negativas y es capaz de conferir resistencia ante tetraciclinas, beta-lactámicos y quinolonas 

(Riverón et al., 2013). 

Los numerosos casos de resistencia bacteriana a los antibióticos, los altos costos que implican los 

tratamientos para mastitis bovina y las pérdidas económicas que se generan, han creado la 

necesidad de buscar alternativas de tratamiento, no solo para el control de la enfermedad sino 

también para minimizar el proceso de resistencia que las bacterias generan hacia el tratamiento 

con antibióticos. Se han descrito sustancias o agentes biológicos que tienen éxito en prevenir el 
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crecimiento de patógenos causantes de mastitis in vitro. Aunque algunos de estos enfoques son 

muy prometedores como tratamiento o terapia complementaria, no existe aún, el tratamiento 

disponible para su administración “in vivo” (Gomes & Henriques, 2016). 

Una alternativa para enfrentar el problema de la resistencia bacteriana podría ser a través del uso 

de compuestos naturales obtenidos de las plantas, los cuales pueden ser buena opción para ayudar 

a disminuir la cantidad de infecciones, combatir a los agentes causales de la mastitis bovina y con 

ello, minimizar las pérdidas monetarias de la industria de ganado lechero (Mordmuang & 

Voravuthikunchai, 2015). Aunque son diversos los compuestos que pueden obtenerse de las 

plantas, la atención se ha enfocado principalmente en el uso de aceites esenciales, los cuales son 

reconocidos principalmente por sus propiedades antibacterianas. 

 

 

2.3. Aceites Esenciales 

 

 

Los aceites esenciales son sustancias aromáticas que se encuentran en numerosas plantas. La 

Organización Internacional de Normalización define a un aceite esencial como un producto 

obtenido a partir de materia prima natural de origen vegetal mediante métodos de destilación por 

vapor. Este proceso puede ser mecánico a partir del epicarpio de los cítricos o por destilación en 

seco (International Organization for Standardization 9235, 2013). 

Se considera que los aceites esenciales contienen las sustancias responsables del aroma de las 

plantas. Estos se encuentran contenidos en glándulas o vesículas secretoras inmersas en tejidos 

como hojas, flores, frutos, cortezas, semillas o raíces (Ríos, 2010). Los aceites esenciales 

contienen una gran cantidad de sustancias orgánicas como compuestos alifáticos (alcoholes, 

ésteres, ácidos, alcanos, fenoles, cetonas), monoterpenos o sesquiterpenos. La naturaleza de un 

aceite puede variar de acuerdo con la familia botánica, especie, año de cultivo, época y hora de 

recolección, el lugar geográfico o cambios genéticos producidos por las plantas; por lo que cada 

etapa del proceso de producción es un determinante crítico de la calidad (Vera, 2018). 

Las plantas pueden producir aceites esenciales para diversos fines, normalmente funcionan como 

protección en contra de plagas o enfermedades y para prevenir invasiones por otras plantas. 

Tradicionalmente han sido utilizados por la industria cosmética para la elaboración de perfumes, 



24 

aunque durante el último siglo han cobrado relevancia en el sector farmacéutico y alimentario 

debido a sus propiedades antimicrobianas y a la creciente demanda de productos de origen natural 

por parte de los consumidores (Burt, 2004; Elizari, 2013). 

 

 

2.3.1. Actividad Antibacteriana 

 

 

Debido a la creciente resistencia bacteriana a los antibióticos convencionales, se buscan distintas 

alternativas para el tratamiento y prevención de enfermedades causadas por infecciones 

bacterianas. En los últimos años, los aceites esenciales han sido una opción viable.  

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales depende de la composición de sus 

componentes. Éstos pueden actuar contra una amplia gama de microorganismos patógenos, 

abriendo así una ventana para la creación de nuevas medidas terapéuticas y de prevención basadas 

en el uso de aceites esenciales. Algunos estudios han probado y reportado la acción antibacteriana 

de distintos aceites esenciales contra infecciones bacterianas comunes, entre ellos se encuentran: 

el orégano, canela, tomillo, eucalipto, limón, romero o té de árbol (Argote-Vega et al., 2017). 

Los métodos más utilizados para la evaluación de la actividad antimicrobiana de extractos o 

aceites esenciales vegetales son el de difusión en agar y el de microdilución en caldo. El primero 

consiste en aplicar una cantidad determinada del aceite esencial sobre un disco de papel que se 

coloca sobre la superficie del medio de agar donde se ha distribuido previamente el inóculo con el 

microorganismo en cuestión. El aceite esencial se difunde alrededor del disco y la sensibilidad del 

microorganismo se relaciona con el tamaño del halo de inhibición del crecimiento bacteriano, que 

puede categorizarse como sensible o resistente al aceite (Castaño, 2012). 

Por otra parte, el método de microdilución se basa en incorporar el aceite esencial a un medio de 

cultivo como lo puede ser un agar o caldo. Se preparan tanto las diluciones deseadas, así como 

una serie de placas con diferentes concentraciones del aceite esencial. Los resultados se expresan 

como la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Mínima Bactericida (CMB), 

que se comparan con la actividad del agente antimicrobiano convencional (Zekaria, 2006). 

Los ensayos antibacterianos con aceites esenciales en relación con el contexto de mastitis bovina 

han sido muy poco estudiados, pero su eficacia contra cepas bacterianas de enfermedades 
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diferentes y cepas de referencia, los posiciona como una buena alternativa antibacterial a probar. 

Ya sea como auxiliar en el tratamiento o como profilaxis, los aceites esenciales podrían una 

alternativa contra toda la problemática económica que representa para la industria ganadera la alta 

incidencia de la infección y al problema de resistencia que las bacterias presentan hacia los 

antibióticos del cuadro de elección para tratar mastitis bovina. Por lo anterior, los siguientes 

subtemas se relacionarán en el contexto de los aceites esenciales con mayor potencial o alternativa 

para el tratamiento de la mastitis bovina. 

 

 

2.3.2. Aceite Esencial de Canela 

 

 

La canela es una de las especias más importantes en el mundo, no solamente en la cocina, sino 

por su uso tradicional y moderno en la medicina. El árbol de canela (familia Lauraceae) posee 

alturas de entre 10 y 15 metros y es originario de Sri Lanka, siendo la corteza interna la más 

aprovechada (Rao y Gan, 2014). 

El aceite esencial de canela es un líquido amarillento con un olor y sabor muy característico. Es 

posible obtenerlo por métodos de destilación principalmente a partir de las hojas o de la corteza 

seca, y constituye alrededor del 0.5-2.5 % de su composición (Vargas, 2019). 

Este aceite esencial es uno de los más estudiados debido a sus diversas aplicaciones y su 

característico olor. A partir de él se han aislado distintos compuestos biológicamente activos en 

la canela, particularmente el cinamaldehído, ácido cinámico y acetato de cinamilo. Este aceite ha 

sido muy investigado debido a sus características y propiedades, entre las cuales se pueden 

mencionar: antiinflamatorias, antioxidantes y como agentes antimicrobianos (Kaskatepe et al., 

2016). 

Diversas publicaciones reportan que la composición de los aceites esenciales en general es 

afectada por su origen geográfico, la estación del año y la parte de la planta de donde proviene 

(Faleiro et al., 2002). Teles et al. (2016) reportaron la composición química del aceite esencial de 

canela (Cinnamomum zeylanicum) mediante la técnica de cromatografía gaseosa acoplada a gases, 

donde el cinamaldehído aparece con un porcentaje mayor (44.30 %), seguido por el alfa-copaeno 

(16.35%) y el beta-cariofileno (8.26 %) (Cuadro 1). 
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Cuadro 1. Componentes principales del aceite esencial de canela 

Componente Porcentaje (%) 

Cinamaldehído 46.30 

Alfa-copaeno 16.35 

Beta-Cariofileno 8.26 

Cinnamal acetato 7.54 

Benzaldehído 4.16 

3-fenipropionaldehido 2.95 

Óxido de Cariofileno 2.80 

Teles et al. (2019) 

 

 

El mecanismo de acción antibacteriana del aceite esencial de canela ha sido parcialmente 

dilucidado. Gómez y López (2009) indican que el aceite esencial de canela ejerce su acción 

desestabilizando la integridad de la membrana celular de los microorganismos. Esta acción puede 

ser ejercida por elementos particulares del aceite o por acción sinérgica de sus componentes. Esta 

acción sobre la membrana puede provocar el aumento de la permeabilidad de la membrana de la 

célula bacteriana, lo cual ocasiona su muerte (Zhang et al., 2016).  

El cinamaldehído ha sido categorizado como el componente con mayor acción antibacteriana del 

aceite esencial de canela. Se ha propuesto que su grupo carbonilo es capaz de unirse a las proteínas 

celulares bacterianas, evitando la acción de las enzimas amino-ácido descarboxilasas. Estas 

enzimas son las responsables de la formación de compuestos que juegan un papel importante en 

la conservación de la integridad de la superficie celular. Esta limitación enzimática por acción del 

aceite esencial también limita el estado de supervivencia de la bacteria (Gómez y López, 2009). 

Asimismo, Yang et al., (2011) estudiaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de canela, 

y reportaron que las bacterias expuestas a él sufrían cambios morfológicos: la adopción de formas 

ovaladas, presencia de arrugas, pérdida de material celular o formación de agregados celulares. 

Estos descubrimientos revelaron que la acción de este aceite esencial se centra principalmente 

sobre la membrana bacteriana. 

Diversos estudios también han evaluado las propiedades antibacterianas del aceite esencial de 

canela. Se ha encontrado una importante acción en contra de algunos géneros Gram positivos 

como Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp. y Bacillus spp. (Unlu et al., 

2010). De igual manera, ha sido muy efectivo al probarse en bacterias Gram negativas que 

incluyen a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (Kaskatepe et al., 

2016). 
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Por tanto, el aceite esencial de canela podría ser potencialmente útil para el tratamiento o como 

terapia auxiliar contra infecciones bacterianas asociadas a la mastitis bovina. 

 

 

2.3.3. Aceite Esencial de Té de Árbol 

 

 

El árbol de té (Melaleuca alternifolia) es un árbol de la familia de las Mirtáceas. Generalmente no 

sobrepasa los 6 m de altura y es originario de Australia, donde es cultivado de manera frecuente. 

A partir de las hojas y ramas tiernas se obtiene su aceite esencial, un líquido que va de incoloro a 

amarillo pálido, destacado por sus distintas propiedades antibacterianas, antifúngicas y 

antiinflamatorias (Vila & Cañigueral, 2006).  

El aceite esencial de té de árbol está compuesto de terpenos hidrocarbonados, donde destacan 

principalmente los monoterpenos, sesquiterpenos y alcoholes asociados (Carson et al., 2006).  

Dentro de estos compuestos tenemos al Terpinen-4-ol, el cual es considerado como el principal 

ingrediente activo del aceite. Diversos autores han reportado su presencia entre un 30-40% de la 

composición total del aceite. Otros componentes de importancia son el γ-terpineno y el α-terpineno 

en concentraciones que van del 10-28% y 5-13% respectivamente (ISO 4370, 2004; Carson et al., 

2006). 

Particularmente, el aceite esencial de Melaleuca alternifolia (árbol de té) ha sido reconocido por 

sus propiedades antisépticas (Gnatta et al., 2013). Debido a su acción antibacteriana, el aceite 

esencial del árbol de té ha sido probado ante gran variedad de bacterias. Dentro del grupo de las 

Gram positivas, Franca et al. en 2017 reportaron que al aceite esencial de Melaleuca alternifolia 

fue efectivo ante bacterias como Streptococcus mutans y Streptococcus salivarus causantes del 

biofilm dental. De igual manera, Sá-Silva et al. en 2019 reportaron que el aceite era capaz de inhibir 

el crecimiento de las cepas de referencia de Listeria monocytogenes y Streptococcus mutans en 

distintos tipos de carne.  

En el caso de bacterias Gram negativas, Mumu & Hoosain en 2018 encontraron que el aceite 

esencial de té de árbol mostró efectividad in vitro contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 

y Proteus vulgaris. Adicionalmente, Sakkas et al. en 2016 reportaron que el aceite de Melaleuca 

alternifolia tuvo actividad antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii y Pseudomonas 
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aeruginosa. 

El mecanismo de acción que tiene el aceite sobre las bacterias ha sido parcialmente dilucidado. 

Se basa principalmente en que los componentes del aceite son capaces de alterar la pared celular 

y la membrana citoplásmica de las bacterias, y como consecuencia, se presenta la lisis celular y 

la salida de los componentes intracelulares (López et al., 2015). La envoltura celular es vital para 

la sobrevivencia de la bacteria y la protección del citoplasma del medio externo, por tanto, 

cualquier cambio en la permeabilidad de la pared celular afecta el crecimiento de la bacteria. 

Debido a que los aceites esenciales son ricos en fenoles, tienen el potencial de penetrar en la capa 

de fosfolípidos de la pared celular de las bacterias, unirse a proteínas y bloquear la actividad 

normal de ellas (Sakkas et al., 2015). Es bien sabido que los aceites esenciales tanto del té de árbol 

como de otras plantas tienen una gran variedad de moléculas en su composición, por lo que no es 

posible atribuir los mecanismos de acción a un solo componente, sino más bien a los diversos 

componentes y reacciones bioquímicas que conllevan a la muerte celular de las bacterias. 

 

 

2.3.4. Aceite Esencial de Romero 

 

 

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta aromática muy conocida que ha sido utilizada 

desde la antigüedad como un condimento de los alimentos y con fines medicinales (Luego, 2008). 

Dentro de la medicina tradicional, ha sido usada como antiasmático, coadyuvante digestivo, 

dolores de cabeza, desórdenes circulatorios, para mejorar la agudeza visual y como antirreumático 

(Jafari & Pashazadeh, 2020). 

Se ha encontrado que en las hojas de la planta se concentran la mayor parte de los principios activos 

del romero y del aceite esencial que oscilan entre 1.0 y 2.5% (Mendoza et. al, 2019). Este aceite 

está compuesto principalmente por derivados terpénicos, carburos pineno, canfeno, borneol y 

alcanfor. Trabajos realizados por Sienkiewicz et al. (2013), Jiang et al. (2011) y Bendeddouche et 

al. (2011) mostraron que el aceite contiene principalmente 1,8-cineol (10.0%-46.4%), alcanfor 

(11.4%-37.6%) y a-pineno (11.0%-20.14%).  

Los usos del romero son muy variados debido al gran número de propiedades que tiene. Por sus 

propiedades aromáticas se ha usado en la industria cosmética, mientras que la alimentaria lo 
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aprovecha como saborizante de distintos preparados. Hoy en día, y gracias a los extractos 

contenidos en él, el romero ha tomado relevancia dentro del área de la investigación en salud 

(Cueva, 2017).  

Diversos estudios “in vitro” han evaluado la actividad antibacteriana del aceite esencial de romero 

sobre distintas cepas bacterianas, inhibiendo tanto microorganismos Gram positivos como Gram 

negativos. Coy y Acosta (2013) reportaron que el aceite provocó inhibiciones hasta de 45% para 

cepas de referencia como Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Salmonella typhimurium. 

Asimismo, Jafari & Pashazadeh (2020) encontraron que el aceite esencial de romero es efectivo 

ante Eschericha coli de referencia, mientras que Burt (2004) también reportó efectividad ante 

Bacillus cereus y Clostridium perfringes “in vitro”. 

El mecanismo de acción ha sido parcialmente dilucidado, y se atribuye principalmente a la acción 

de flavonoides y compuestos terpenoides y polifenoles. Dichos componentes tienen acción 

degradando la membrana de las bacterias, lo cual modifica su permeabilidad y provoca la pérdida 

de distintos iones, cambios en el transporte en la membrana y baja en la producción de ATP. Como 

consecuencia, las bacterias se vuelven más vulnerables al ataque inmunológico, a la acción de los 

antibióticos o la propia lisis de la célula (Al Sereiti et al., 1999; Purca, 2013). 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

Los aceites esenciales de Canela (Cinnamomum zeylanicum), Té de Árbol (Melaleuca 

alternifolia) y Romero (Rosmarinus officinalis) tienen efecto antibacteriano “in vitro” en contra de 

Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa positivos causantes de mastitis bovina. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Evaluar la actividad antibacteriana “in vitro” de los aceites esenciales de Canela (Cinnamomum 

zeylanicum), Té de Árbol (Melaleuca alternifolia) y Romero (Rosmarinus officinalis) en contra de 

Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa positivos causantes de mastitis bovina.  

 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

 

1. Evaluar la sensibilidad de las bacterias seleccionadas ante distintas concentraciones de 

aceites esenciales mediante el método de difusión en disco. 

2. Evaluar la actividad antimicrobiana “in vitro” de los aceites esenciales sobre las cepas 

bacterias seleccionadas mediante el método de microdilución. 

3. Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Mínima 

Bactericida (CMB) de cada aceite esencial sobre las bacterias seleccionadas. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

5.1. Diseño Experimental 

 

 

Este estudio inició a partir de aislamientos bacterianos que se obtuvieron de ganado bovino que 

padecía mastitis bovina. En este trabajo, las cepas utilizadas fueron tres Staphylococcus aureus (a 

los que referiremos como 10V, 11V y 13V) y tres Staphylococcus coagulasa positivos (1V, 2V y 

3V) aislados de ganado bovino proveniente del Estado de Sonora. Además, se contó con un 

Staphylococcus aureus ATCC 6538P como cepa de referencia. Se realizó la evaluación de la 

sensibilidad antimicrobiana de tres aceites esenciales comerciales: canela (Sigma-Aldrich, 

densidad: 1025 mg/mL), romero (Sigma-Aldrich, densidad: 908 mg/mL) y té de árbol (Sigma-

Aldrich, densidad: 898 mg/mL), utilizando la metodología de difusión en agar establecida por 

Kirby-Bauer. Para esta metodología se utilizaron discos del antibiótico kanamicina (Becton-

Dickinson, 30 µg) como control positivo (inhibición). La selección de este antibiótico como 

control está basada en que es un medicamento utilizado para el tratamiento de la mastitis en 

bovinos. Por otra parte, como control negativo se usaron discos impregnados únicamente con 

DMSO 10% v/v (Dimetil Sulfóxido).  

También se realizó la metodología de microdilución en caldo para obtener la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB) de cada uno de los aceites 

esenciales contra las cepas bacterianas en estudio. Para este proceso se trabajaron dos controles: 

un control positivo de inhibición que fue la utilización de kanamicina (Sigma-Aldrich) preparada 

a 1 mg/mL. Por otra parte, el control negativo fue preparado con caldo estéril y nuestro inóculo, 

pero sin el aceite esencial. 

 

 

5.2. Reactivación Bacteriana 

 

 

Cada una de las cepas a utilizar permaneció congelada en glicerol al 80% y almacenada a -80°C 
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hasta su utilización. Se realizó el proceso de reactivación de cada una de ellas tomando una asada 

(0.01 mL) con un asa bacteriológica y se inoculó cada una por separado en tubos de ensaye con 

caldo BHI (infusión cerebro corazón) estéril. Se incubaron a 37°C por 48 horas. Pasado este tiempo 

se tomó una muestra de 100 µL de cada caldo y se inocularon por separado en placas de agar 

Mueller-Hinton usando la técnica de estría y se incubaron en condiciones de 37°C durante 48 h. 

Después de incubar se realizaron tinciones Gram para comprobar que las características de cada 

cepa a utilizar eran las correctas. 

 

 

5.3. Método de Difusión en Agar 

 

 

5.3.1. Preparación del Inóculo 

 

 

Cada uno de los aislados bacterianos usados fueron sembrados en caldo BHI y se incubaron por 24 

horas a 37°C. Se estandarizaron al 0.5 de la escala de McFarland a 620 nm en un espectrofotómetro 

para ajustar una concentración aproximada de 1.5x108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) 

por mililitro. Es importante mencionar que la utilización de estas bacterias no debe sobrepasar los 

15 minutos después de haber sido ajustadas. 

 

 

5.3.2. Preparación de los Aceites Esenciales 

 

 

Para fines de este trabajo se tomaron 3 concentraciones de cada aceite esencial: 2.5%, 5.0% y 8.0% 

(v/v), las cuales se mezclaron con DMSO 10% (Dimetil Sulfóxido) (1% v/v) y una solución de 

buffer fosfato (PBS) estéril a un pH de 7.4 (Kwieciński et al.; 2009; López et al., 2017; Montero-

Recalde et al., 2017). Cada una de las preparaciones (9 en total) se sometieron a agitación constante 

en un ThermoMixer F1.5 (Eppendorf®) durante 20 minutos y a 200 rpm hasta obtener una 

consistencia lechosa. Cada una de las emulsiones fueron almacenadas en viales ámbar y colocadas 
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en refrigeración (5°C) evitando el contacto con la luz (López et al., 2017). 

 

 

5.3.3. Preparación de los discos de sensibilidad 

 

 

En este proceso se utilizaron discos estériles de papel filtro Whatman No. 1 de aproximadamente 

6 mm de diámetro. Cada uno de ellos fue impregnado con 20 µL de las emulsiones de cada aceite 

esencial (canela, romero y té de árbol) y se dejaron reposar para la absorción correcta del aceite 

(Picazo, 2000; Taroco et al., 2006). 

 

 

5.3.4. Siembra del Inóculo 

 

 

De cada una de las cepas bacterianas (previamente ajustadas a 0.5 McFarland) se tomaron 100 µL 

y se colocaron en el centro de una placa de agar Mueller-Hinton. Posteriormente con ayuda de un 

asa de Digralsky se extendió de manera uniforme y completa sobre toda la superficie del medio 

(sembrado masivo). Realizado esto se dejaron reposar por aproximadamente 5 minutos y con ayuda 

de pinzas estériles los discos de sensibilidad preparados anteriormente fueron colocados sobre la 

superficie del medio en la placa (Picazo, 2000). Cada placa contenía 5 discos distintos: 1 con el 

antibiótico kanamicina (Becton-Dickinson, 30 µg) como control positivo de inhibición, uno con 

DMSO 10% (Dimetil Sulfóxido) como control negativo de inhibición, y 3 discos con las diluciones 

de los aceites esenciales a probar: 2.5%, 5.0% y 8.0%. (López et al., 2017). Esto se ajustó a lo 

recomendado por diversos manuales de microbiología clínica, donde la sugerencia es no exceder 

el límite de 6 discos por cada placa Petri de 100 mm (Taroco et al., 2006; Picazo, 2000). 

Al colocarse en placa, los discos fueron presionados ligeramente y se reposaron 5 minutos para 

asegurar su adherencia al medio. Cada una de las placas inoculadas fue incubada de manera 

invertida en condiciones de 37°C durante 24 h y cada cepa fue ensayada por triplicado. 
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5.3.5. Medición de los Halos de Inhibición 

 

 

Transcurrido el periodo de incubación, y con ayuda de un vernier electrónico digital 150 mm/0.01 

mm, se midieron los diámetros de los halos de inhibición observados alrededor de cada disco con 

las concentraciones de los aceites en cada placa. Al realizarse el análisis, se tomaron los datos 

obtenidos y se obtuvo el valor promedio para cada caso, el cual se registró en las cuadros de 

resultados. En aquellos casos donde el diámetro de los halos de inhibición es menor a 7 mm se 

reportó como <7, y se consideró a la bacteria como no sensible al aceite. 

 

 

5.4. Método de Microdilución en Caldo 

 

 

La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

bactericida (CMB) de cada uno de los aceites esenciales sobre las bacterias seleccionadas se llevó 

a cabo por el método de microdilución en caldo utilizando microplacas de poliestireno de 96 

pocillos (Falcon™ y/o Costar™). Para este trabajo se seleccionó el caldo Mueller-Hinton, ya que 

es el recomendado en este tipo de metodología. 

Para este procedimiento, primero se prepararon los inóculos bacterianos a utilizar. Con ayuda de 

un lector de microplacas FLUOstar Omega® (BMG LabTech) se midieron las absorbancias de 300 

μl de cada una de las bacterias (por triplicado), y se ajustaron para tener un equivalente al estándar 

0.5 de McFarland. Con esto se obtuvo una concentración bacteriana de aproximadamente 1.5 x 108 

UFC/mL, y dicho ajuste se realizó utilizando caldo Mueller-Hinton estéril (Sánchez et. al., 2006). 

 

 

5.4.1. Solución Madre y Microdiluciones 

 

 

Como paso inicial se realizó la preparación de la solución madre de cada uno de los aceites 

esenciales a probar. A partir de una concentración conocida, se realizaron las diluciones a las 
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concentraciones a ensayar. La solución madre tenía caldo Muller-Hinton, aceite esencial y un 

agente emulsificante para el aceite esencial, en este caso DMSO, los cuales se añaden según los 

requerimientos necesarios (5.0% del volumen total de la preparación). 

Para este trabajo, se prepararon 9 mL de solución madre de cada aceite. Para el aceite de canela se 

utilizaron 201 µL, para el aceite de té de árbol fueron 230 µL, y finalmente para el aceite de romero 

se necesitaron 227 µL. A cada preparación se añadió 450 µL de DMSO (5% v/v) y el resto del 

volumen fue caldo Mueller-Hinton. 

La solución madre partió de una concentración inicial de 23 mg de aceite esencial y a partir de 

dicha solución, se prepararon las diluciones acordes a las concentraciones probadas. Diversos 

estudios mencionan que el rango de las CMI y CMB de un aceite esencial para los Staphylococcus 

pueden variar generalmente hasta los 2 mg/mL. Incluso existen trabajos que reportan hasta 4 

mg/mL para casos como S. aureus resistentes a meticilina. (Bogavac et. al., 2017; Carson et. al., 

2006; Raeisi et al., 2015; Zhang et. al., 2016), Por tal motivo, en este trabajo se seleccionaron en 

total, 8 concentraciones distintas:10 mg/mL, 5 mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL, 0.625 mg/mL, 

0.3125 mg/mL, 0.1562 mg/mL y 0.0781 mg/mL, con el fin de cubrir los rangos mencionados. 

Se tomaron 295 μL de cada una de las diluciones del aceite esencial y de los controles y se 

agregaron a cada uno de los pocillos de la microplaca y después se añadieron 5 μL de cada uno de 

los inóculos bacterianos correspondientes. En total, para cada bacteria se colocaron 8 

microdiluciones en los pocillos de la microplaca (correspondientes a cada una de las 

concentraciones a preparadas anteriormente).  

 

 

 
Figura 1. Solución madre y preparación de diluciones. La preparación se realizó a partir de una 

solución madre, de la cual se generaron las concentraciones probadas. 
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Adicional a esto, se agregaron dos pocillos como controles. Como se mencionó en la sección del 

diseño experimental, se trabajaron dos controles: un control positivo de inhibición con kanamicina 

(Sigma-Aldrich) preparada a 1 mg/mL. Por otra parte, el control negativo de inhibición fue la 

adición de caldo estéril y nuestro inóculo, pero sin el aceite esencial. Todo este procedimiento se 

realizó por triplicado para cada una de las bacterias ensayadas y para cada uno de los tres aceites 

esenciales distintos que se probaron. 

Posterior a esto, se incubó cada una de las microplacas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, se 

agitó la placa suavemente por 20 segundos para leerlo a una densidad óptica de 595 nm en un lector 

de microplacas FLUOstar Omega® (BMG LabTech). Los blancos fueron usados para ajustar la 

D.O a 595 nm de cada una de las diluciones con bacterias. La CMI se consideró como la 

concentración más baja del aceite esencial que pudo inhibir el crecimiento visible de cada una de 

las bacterias después del periodo de incubación. (Ramírez y Castaño, 2009). 

Para la obtención de la CMB se tomaron muestras de aquellos pocillos de la microplaca donde se 

observó aparente inhibición bacteriana. Con ayuda de una micropipeta se tomaron 20 µL de cada 

pocillo, se sembraron en placas de agar Mueller-Hinton y se incubaron a 37° durante 24 horas. El 

procedimiento fue realizado por triplicado. Transcurrido este tiempo, se definió como 

concentración mínima bactericida (CMB) a aquella que fue capaz de eliminar el 99% del inóculo 

bacteriano después del periodo de incubación (Ramírez y Castaño, 2009). 

 

 

5.5. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias 

 

 

Para este procedimiento se utilizó la técnica de goteo en placa. Esta consistió en realizar diluciones 

seriadas por triplicado de nuestro aceite esencial a probar, siendo provenientes del contenido las 

microplacas ya inoculadas e incubadas anteriormente. Se inició partiendo de una dilución 101 hasta 

alcanzar 107. Posteriormente se procedió a colocar gotas de 20 µL de dichas diluciones sobre placas 

de agar Mueller-Hinton que se incubaron a 37°C por 24 h. Finalmente, se llevó a cabo el conteo 

del número de colonias presentes y se realizaron los cálculos correspondientes utilizando la 

ecuación 1 (Corral et al., 2012). 
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𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=

𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑎𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜
∗ 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛       (1) 

 

 

5.6. Análisis Estadístico 

 

 

Los datos se analizaron con el paquete estadístico NCSS en su versión 2012. Se estimaron los 

valores medios para diámetros de los halos de inhibición observados para cada bacteria, cada 

concentración y cada aceite esencial. En el caso de las CMI y CMB, las cuentas bacterianas fueron 

logarítmicamente transformadas para estimar su promedio, por cada concentración y aceite 

esencial probado. 

Se llevó a cabo un análisis de la varianza (ANOVA) y una prueba de comparación múltiple de 

Tukey-Kramer para probar diferencia entre cuentas bacterianas, por cada concentración, y por cada 

aceite esencial. Un valor de P < 0.05, se consideró estadísticamente significativo.  
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Método de Difusión en Agar 

 

 

6.1.1. Halos de Inhibición por el Aceite Esencial de Canela 

 

 

Al realizar la siembra de las bacterias en el medio de cultivo y añadir los discos impregnados con 

aceites esenciales se observó una inhibición de crecimiento en forma de halos. El Cuadro 2 nos 

indica que las siete bacterias probadas en este estudio fueron sensibles en mayor o menor medida 

a la acción del aceite esencial de canela.  

 

 

Cuadro 2. Halos de inhibición de crecimiento bacteriano generados por exposición a las distintas 

concentraciones del aceite esencial de canela. 

 Halo de inhibición (mm) 

Bacteria  
Concentración 

2.5 % 

Concentración 

5.0 % 

Concentración 

8.0 % 

S. aureus 1789 (10V) 9.0ab ± 0.00 11.0a ± 1.00 13.66a ± 1.15 

S. aureus 2072 (11V) 8.66a ± 0.57 11.0a ± 1.00 14.0a ± 1.00 

S. aureus 2997 (13V) 10.0ab ± 1.00 12.0ab ± 1.00 14.33a ± 0.57 

S. aureus ATCC 6538P 11.33b ± 1.15 14.33b ± 1.15 16.66b ± 1.15 

S. coagulasa positivo 2076 (1V) 11.33b ± 1.15 13.33ab ± 0.57 15.0ab ± 1.00 

S. coagulasa positivo 7631 (2V) 11.0ab ± 1.00 13.0ab ± 1.00 15.33ab ± 0.57 

S. coagulasa positivo 9067 (3V) 11.0ab ± 1.00 13.33ab ± 0.57 15.33ab ± 0.57 

Distintas literales en la misma columna indican que existe diferencia estadística (p < 0.05) 

mediante Tukey-Kramer. Se muestran valores medios ± DE para cada una de las tres réplicas por 

bacteria. 
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Cuadro 3. Halos de inhibición de crecimiento bacteriano promedio generados por exposición al 

aceite esencial de canela según la concentración utilizada. 

Concentración (v/v) Halos de inhibición (mm) 

2.5 % 10.33ª ± 0.19 

5.0 % 12.57b ± 0.19 

8.0 % 14.90c ± 0.19 

Distintas literales indican que existe diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en 

los halos de inhibición según la concentración. Se muestran valores medios + DE. n= 21 para cada 

concentración. 

 

 

Para el aceite de canela, el Cuadro 2 nos indica que nuestra bacteria de referencia S. aureus ATCC 

6538P, fue la más sensible (p<0.05) a las tres concentraciones del aceite esencial, mientras que los 

S. aureus 10V y 11 V provenientes de aislamiento fueron las menos sensibles, generando halos con 

valores más bajos en los tres tratamientos probados. 

Si analizamos los halos de inhibición promedio de crecimiento bacteriano por concentración 

probada, encontramos que la de 8.0% v/v generó mayores halos de inhibición promedio, mientras 

que la de 2.5% generó los menores (Cuadro 3). 

Estudios como los de Bouhdid et al. (2010) reportaron que el aceite esencial de canela tuvo una 

fuerte actividad antimicrobiana ante bacterias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa y 

Gram positivas como Staphylococcus aureus ATCC 29213 de referencia en concentraciones de 

1.28 mg/mL. Montero-Recalde et al., (2017) también probaron este aceite esencial contra 

Salmonella typhimurium y obtuvieron halos de 11.0 mm cuando se utilizaron concentraciones 

menores a 10% v/v. Estos resultados son muy similares a los encontrados en este trabajo (Cuadro 

2). La propiedad antibacteriana del aceite de canela podría ser atribuida a la presencia del 

cinamaldehído, ya que la presencia de este componente constituye aproximadamente 46.30% del 

total del aceite esencial (Teles et al., 2019).  

En el contexto de supervivencia de la bacteria es importante destacar que gran parte de la 

estabilidad y correcto funcionamiento de sus membranas está relacionado con la presencia de 

cationes de potasio y otros elementos. Los estudios realizados por Orlov et al. (2002) publicaron 

que los aceites esenciales como el de canela tienen la capacidad de provocar la salida de este tipo 

de cationes por un daño inducido en la membrana, lo que produce cambios en la permeabilidad de 
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esta. Asimismo, el grupo de trabajo de Fuselli et al. (2006) indicaron que el aceite esencial de 

canela en concentraciones de 12.5% v/v empieza a tener un efecto inhibitorio sobre distintos 

microorganismos. En el presente estudio se observó que concentraciones más bajas de 12.5% del 

aceite esencial de canela (2.5-8.0% v/v) ya pueden generar inhibiciones significativas de 

crecimiento bacteriano.  

 

 

6.1.2 Halos de Inhibición por el Aceite Esencial de Té de Árbol 

 

 

Cuadro 4. Halos de inhibición de crecimiento bacteriano generados por exposición a las distintas 

concentraciones del aceite esencial de té de árbol. 

 Halo de inhibición (mm) 

Bacteria  
Concentración 

2.5 % 

Concentración 

5.0 % 

Concentración 

8.0 % 

S. aureus 1789 (10V) 8.66ab ± 0.36 10.33ab ± 0.36 12.66a ± 0.36 

S. aureus 2072 (11V) 7.66a ± 0.36 9.66a ± 0.36 12.66a ± 0.36 

S. aureus 2997 (13V) 9.66b ± 0.36 11.0ab ± 0.36 13.66a ± 0.36 

S. aureus ATCC 6538P 9.66b ± 0.36 12.0b ± 0.36 14.33a ± 0.36 

S. coagulasa positivo 2076 (1V) 7.33a ± 0.36 9.33a ± 0.36 12.66a ± 0.36 

S. coagulasa positivo 7631 (2V) 8.33ab ± 0.36 11.66b ± 0.36 14.33a ± 0.36 

S. coagulasa positivo 9067 (3V) 7.66a ± 0.36 10.33ab ± 0.36 14.33a ± 0.36 

Distintas literales en la misma columna indican que existe diferencia estadística (p < 0.05) mediante 

Tukey-Kramer. Se muestran valores medios ± DE para cada una de las tres réplicas por bacteria. 

 

 

En este trabajo, el aceite esencial de té de árbol mostró propiedades antibacterianas contra 6 

bacterias que fueron probadas, observándose halos que variaban entre 7 y 14 mm (Cuadro 4). Estos 

resultados fueron similares con lo reportado por Raman et al. (1995) quienes trabajaron con cepas 

de referencia de S. aureus NCTC 9518 y S. epidermidis NCTC 11047 reportando halos de 

inhibición en un rango de 7 a 18 mm. 
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Cuadro 5. Halos de inhibición de crecimiento bacteriano promedio generados por exposición al 

aceite esencial de té de árbol según la concentración utilizada. 

Concentración (v/v) Halos de inhibición (mm) 

2.5 % 8.42ª ± 0.13 

5.0 % 10.61b ± 0.13 

8.0 % 13.52c ± 0.13 

Distintas literales indican que existe diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en 

los halos de inhibición según la concentración. Se muestran valores medios + DE. n= 21 para cada 

concentración. 

 

 

Adicionalmente, Kwieciński et al. (2009) encontraron que el aceite esencial de té de árbol era 

capaz de inhibir el crecimiento tanto de S. aureus de referencia NCTC 8325-4 como de S. aureus 

aislados de biofilm dental, a concentraciones de 8.0% v/v, las cuales son similares a las de este 

trabajo.  

Diversos autores catalogan al aceite esencial de té de árbol como una alternativa muy promisoria 

para la erradicación de S. aureus en su uso como desinfectante o como tratamiento. En este estudio, 

se observó que para las concentraciones de 2.5% y 5.0 %, el S. aureus ATCC 6538P fue la bacteria 

que mostró (p < 0.05) mayor sensibilidad al efecto del aceite esencial, ya que generó los halos 

promedio más grandes (9-15 mm). Caso contrario sucedió con el S. coagulasa positivo 2076 (1V), 

quien mostró mayor resistencia (p < 0.05) al aceite de té de árbol. En el análisis de inhibición 

generado por la concentración mayor (8% v/v) del aceite esencial no proporcionó diferencia 

significativa (p > 0.05) entre las siete bacterias de estudio. De igual manera puede verse que el S. 

aureus ATCC 6538P fue el que mostró una tendencia a generar halos más grandes (al menos en el 

dato promedio), cuyo comportamiento coincidió con lo reportado en las concentraciones de 2.5% 

y 5.0% (Cuadro 4). Si bien esto no fue significativo, si puede indicarnos que dicha cepa tiende a 

ser más sensible a los efectos del aceite esencial de té de árbol. 

En el Cuadro 5 se observó que a mayor concentración del aceite de té de árbol, el halo de inhibición 

promedio de crecimiento bacteriano es significativamente mayor. Asimismo, el análisis 

comparativo de las tres concentraciones probadas demostró que la concentración de 8.0 % v/v del 

aceite esencial fue la más efectiva (p<0.05) contra S. aureus y S. coagulasa positivos (12.66 y 

14.33 mm promedio respectivamente) (Cuadro 4). 
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Por tanto, los hallazgos en este estudio indicaron que el aceite esencial de té de árbol es capaz de 

inhibir el crecimiento de estas cepas. Gran parte de los estudios realizados sobre este aceite 

destacan la variedad de componentes que posee, y los cuales tienen propiedad antibacteriana. 

Particularmente, el terpinen-4-ol es considerado su componente principal, reportándose su 

presencia en el rango de 30-40% del total del aceite (Carson et al., 2006). Estudios realizados por 

Zhang et al. (2018) reportaron que este compuesto provoca daño a la membrana celular de las 

bacterias, creando afectaciones en la producción de ADN y de otras proteínas, lo que lleva al 

microorganismo a perder sus funciones fisiológicas normales. Asimismo, los autores encontraron 

que cuando bacterias como S. aureus ATCC 25923 o E. coli ATCC 25922 son expuestas a el aceite 

esencial de té de árbol, su membrana celular sufría deformaciones, se volvían irregulares y rugosas. 

Además, se adherían unas con otras y se mostraba pérdida de la integridad de la membrana. La 

salida de material intracelular como electrolitos, ATP y proteínas conducía finalmente a la muerte 

celular. Además, los autores concluyeron que debido a la gran actividad antioxidante que posee 

este aceite esencial, tiene gran potencial de uso en la industria alimentaria, agrícola y farmacéutica. 

De igual manera, Carson et al. (2006) concluyeron que futuras investigaciones podrían 

promocionar al aceite esencial de té de árbol como un agente medicinal importante, debido a la 

gran actividad antibacteriana que ha demostrado “in vitro”. Por otra parte, Ziolkowska et al. (2016) 

reportaron la acción del aceite esencial de té de árbol ante otro tipo de bacterias Gram positivas, 

indicando CMI ligeramente menores que en nuestro trabajo, encontrándose en los rangos de 0.12-

0.5 mg/mL para géneros como Anaerococcus y Raminococcus. Asimismo, mientras para 

Bifidobacterium las CMI subieron hasta los 2.0 mg/mL, la cual es aparentemente más alta que la 

que la utilizada en nuestro estudio. Sumado a esto, Van Vuuren et al. (2014) encontraron CMI 

para distintas bacterias gran positivas en un rango de los 0.5 a 2.0 mg/mL para S. pyogenes ATCC 

8668 y S. agalactiae ATCC 55618, mientras que para S. epidermidis estos valores incrementaban 

hasta los 2.0 mg/mL. 

 

 

6.1.3 Halos de Inhibición por el Aceite Esencial de Romero 

 

 

El Cuadro 6 muestra los halos de inhibición de las cepas bacterianas probadas, observados con las 
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tres concentraciones distintas del aceite esencial de romero. Todas ellas presentaron sensibilidad, 

lo que nos indica que este aceite es capaz de inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas 

probadas en este estudio. Al realizar el análisis comparativo de inhibición bacteriana por cada 

concentración, encontramos que no existió diferencia (p > 0.05). Se observó que los halos son de 

tamaño muy similar entre sí. Lo que sí podemos destacar, es que para la bacteria S. aureus ATCC 

6538P, el aceite esencial de romero tendió a generar halos de inhibición mayores (en números 

crudos) que el resto de las cepas analizadas. 

 

 

Cuadro 6. Halos de inhibición de crecimiento bacteriano generados por exposición a las distintas 

concentraciones del aceite esencial de romero. 

 Halo de inhibición (mm) 

Bacteria  
Concentración 

2.5 % 

Concentración 

5.0 % 

Concentración 

8.0 % 

S. aureus 1789 (10V) 8.66a ± 0.39 10.0a ± 0.39 13.0a ± 0.39 

S. aureus 2072 (11V) 8.66a ± 0.39 10.66a ± 0.39 13.33a ± 0.39 

S. aureus 2997 (13V) 7.66a ± 0.39 10.0a ± 0.39 12.33a ± 0.39 

S. aureus ATCC 6538P 9.0a ± 0.39 11.0a ± 0.39 13.33a ± 0.39 

S. coagulasa positivo 2076 (1V) 7.66a ± 0.39 9.66a ± 0.39 11.66a ± 0.39 

S. coagulasa positivo 7631 (2V) 7.66a ± 0.39  9.66a ± 0.39 11.33a ± 0.39 

S. coagulasa positivo 9067 (3V) 7.66a ± 0.39 9.66a ± 0.39 12.0a ± 0.39 

Distintas literales en la misma columna indican que existe diferencia estadística (p < 0.05) mediante 

Tukey-Kramer. Se muestran valores medios ± DE para cada una de las tres réplicas por bacteria. 

 

 

El Cuadro 6 muestra que los halos de inhibición generados por el aceite esencial de romero 

presentaron un rango de 8-14 mm para S. aureus y de 7-14 mm para los S. coagulasa positivo. Esto 

fue similar a lo publicado por Manilal et al. (2020) quienes probaron la actividad del aceite de 

romero ante cepas de S. aureus provenientes de pacientes HIV positivos, obteniendo halos de 

inhibición en los rangos de 6-25 mm al utilizar concentraciones de 2 mg/mL. Igualmente se observó 

algo similar por el grupo de trabajo de Fu et al. (2007) donde el aceite de romero fue probado con 

bacterias gram positivas como S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 12228 y Bacillus 

subtilis ATCC 6633, encontrando halos de inhibición en los rangos de 10-18.5 mm. 
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Adicionalmente, Bozin et al., (2007) evaluaron la actividad del aceite esencial de romero contra 

distintas bacterias Gram positivas como Bacillus subtillis ATCC 10707, S. aureus ATCC 6538 

(misma cepa utilizada por nosotros) y Micrococcus flavus ATCC 10240, obteniendo halos de 

inhibición en un rango de 17-30 mm a una concentración de 20% v/v del aceite. Si bien estos halos 

fueron más grandes que los encontrados en este trabajo, hay que destacar también que las 

concentraciones que los autores usaron en ese estudio eran mayores (más de doble) que las 

utilizadas en nuestro estudio. 

 

 

Cuadro 7. Halos de inhibición de crecimiento bacteriano promedio generados por exposición al 

aceite esencial de romero según la concentración utilizada. 

Concentración (v/v) Halos de inhibición (mm) 

2.5 % 8.14ª ± 0.15 

5.0 % 10.09b ± 0.15 

8.0 % 12.42c ± 0.15 

Distintas literales indican que existe diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en 

los halos de inhibición según la concentración. Se muestran valores medios + DE. n= 21 para cada 

concentración. 

 

 

El análisis comparativo del aceite esencial de romero nos indica que la concentración de 8.0% v/v 

fue la que mostró una mayor actividad antibacteriana (p < 0.05) contra las cepas de S. aureus y S. 

coagulasa positivos, obteniendo halos de hasta 13.66 mm en promedio (Cuadro 7).  

Diversos grupos de trabajo han intentado dilucidar el mecanismo de acción antibacteriana del aceite 

esencial de romero, y han encontrado que esta actividad se encuentra asociada a su contenido de 

flavonoides (diosmetina, diosmina, hispidulina) y compuestos terpenoides (ácido carnósico, ácido 

ursólico y ácido oleanólico). Sin embargo, parece ser que a los compuestos a los cuales se atribuye 

más esta actividad antibacteriana es al α-pineno, acetato de bornilo, alcanfor y  1,8-cineol, que en 

conjunto conforman más del 40% del total del aceite esencial (Ebrahimi et al., 2020).   

Todos estos componentes de la mezcla degradan la membrana citoplasmática de la bacteria, 

modificando la permeabilidad de la misma conduciendo a la pérdida de iones, y alterando la vía  

de transporte de membrana y  producción de ATP. Fu et al., (2007) indicaron que el aceite esencial 

de romero tiene un alto potencial para ser usado como agente antiinfeccioso en el campo de la salud 

pública.  
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6.2 Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima Bactericida (CMB) 

 

 

A partir de los resultados del proceso de microdilución se estimaron los valores de las CMI y CMB 

para cada uno de los aceites esenciales ensayados (canela, té de árbol y romero).  

 

 

6.2.1 CMI y CMB del Aceite Esencial de Canela 

 

 

Cuadro 8. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) del aceite esencial de 

canela para cada bacteria probada. 

BACTERIA CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) 

S. aureus 1789 (10V) 0.3125 0.625 

S. aureus 2072 (11V) 0.3125 0.625 

S. aureus 2997 (13V) 0.3125 0.625 

S. aureus ATCC 6538P 0.3125 0.625 

S. coagulasa positivo 2076 (1V) 0.3125 0.625 

S. coagulasa positivo 7631 (2V) 0.3125 0.625 

S. coagulasa positivo 9067 (3V) 0.3125 0.625 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. ATCC: American Type Culture Collection. 

 

 

El Cuadro 8 nos indicó que en todos los casos, las CMI y CMB contra las bacterias probadas fueron 

idénticas.  

El grupo de trabajo de Sim et al., (2019) encontraron una CMI muy similar a la de nuestro estudio, 

ya que para S. aureus ATCC 29213 encontraron una CMI de 0.307 mg/mL, pero la CMB fue más 

elevada (1.23 mg/mL) que en este estudio. Dichos investigadores catalogan al aceite esencial de 

canela como un antimicrobiano muy prometedor a futuro y exhortan a que se continúe con su 

investigación. Asimismo, Zhang et al., (2015) trabajaron con aceite esencial de canela y reportaron 

una CMI de 1 mg/mL y CMB de 2 mg/mL contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. El 

resultado fue similar a lo que reportaron Raeisi et al., (2015), quienes encontraron valores para 

CMI y CMB de 0.625 mg/mL contra S. aureus ATCC6538. Cabe destacar que este último trabajo 
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utilizó la misma cepa bacteriana de referencia usada en estudio, y el resultado encontrado fue 

idéntico.  

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de canela ha sido reportada por distintos 

investigadores, los cuales hacen énfasis en el papel que juega el cinamaldehído, el componente 

principal (44%-97%) del mismo (Marongiu et al., 2007; Fei et al, 2011). El efecto que dicho aceite 

provoca sobre la permeabilidad de la membrana hace que los componentes dentro de ella 

comiencen a expulsarse, y se compromete la estabilidad celular, causando la muerte de la bacteria.  

 

 

6.2.2 CMI y CMB del Aceite Esencial de Té de Árbol 

 

 

El Cuadro 9 (abajo) nos indica que las CMI para las siete bacterias ensayadas fueron las mismas 

(0.625 mg/mL), e igual para la CMB, que se estimó en 1.25 mg/mL. Esto es ligeramente menor a 

lo reportado por Shi et al., (2016), quienes trabajaron con S. aureus ATCC 29213 y otros S. aureus 

aislados de alimentos. Ellos reportaron una CMI en el rango de 1-2 mg/mL para los 18 aislamientos 

ensayados. Entre otros hallazgos, también destacaron que el aceite esencial es capaz de inhibir 

ciertos factores de virulencia de S. aureus, y que, por lo tanto, reduce la producción de exoproteínas, 

esenciales para que su factor de virulencia en el hospedero. 

 

 

Cuadro 9. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) del aceite esencial de té 

de árbol para cada bacteria probada. 

BACTERIA CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) 

S. aureus 1789 (10V) 0.625 1.25 

S. aureus 2072 (11V) 0.625 1.25 

S. aureus 2997 (13V) 0.625 1.25 

S. aureus ATCC 6538P 0.625 1.25 

S. coagulasa positivo 2076 (1V) 0.625 1.25 

S. coagulasa positivo 7631 (2V) 0.625 1.25 

S. coagulasa positivo 9067 (3V) 0.625 1.25 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. ATCC: American Type Culture Collection. 

Otros trabajos como los de Teles et al., (2014) enfocados en S. aureus ATCC 25923 y de 

aislamientos clínicos reportaron que concentraciones del aceite esencial de té de árbol de 0.21 
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mg/mL pueden presentar efectos inhibitorios de al menos el 50% (CMI50%). De manera similar a 

lo observado en nuestra investigación, Li et al., (2016) utilizaron aceite esencial de té de árbol 

contra S. aureus ATCC 6538 obteniendo valores idénticos tanto para el CMI y CMB (1.08 mg/mL), 

siendo este muy similar a lo obtenido en nuestro estudio. Se sugirió que, debido a la capacidad de 

penetración del aceite dentro de la membrana plasmática de las bacterias, el terpinen-4-ol causa 

daño en las estructuras, lo que conduce a una subsecuente pérdida de material citoplasmático y 

muerte celular (Carson et al., 2006; Li et al., 2016). 

Es importante destacar que una gran variedad de investigadores resalta la gran capacidad inhibitoria 

del aceite esencial de té de árbol y su potencial utilización para la industria alimentaria y de 

tratamiento de infecciones de origen bacteriano (Hussain et al., 2010; Barreto et al., 2014; Jafari 

& Pashazadeh, 2020). 

 

 

6.2.2 CMI y CMB del Aceite Esencial de Romero 

 

 

De manera similar a lo encontrado con el aceite esencial de té de árbol, el Cuadro 10 nos muestra 

las CMI y CMB encontradas para el aceite esencial de romero ante las bacterias probadas. Los 

valores estimados fueron de 0.625 mg/mL para la CMI y de 1.25 mg/mL para la CMB. Se han 

realizado estudios similares como los hechos por Jafari et al., (2020), quienes reportaron que para 

bacterias como S. aureus ATCC 25923 las CMI y CMB eran 0.625 y 1.25 mg/mL respectivamente, 

las que resultaron ser idénticas a las encontradas en nuestro trabajo. De igual manera, Álvarez et 

al., (2019) reportaron que la CMI y CMB contra S. aureus ATCC 6538 (misma cepa que utilizamos 

nosotros) eran de 0.91 y 1.40 mg/mL respectivamente, similares a las encontradas en este estudio. 
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Cuadro 10. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) del aceite esencial de 

romero para cada bacteria probada. 

BACTERIA CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) 

S. aureus 1789 (10V) 0.625 1.25 

S. aureus 2072 (11V) 0.625 1.25 

S. aureus 2997 (13V) 0.625 1.25 

S. aureus ATCC 6538P 0.625 1.25 

S. coagulasa positivo 2076 (1V) 0.625 1.25 

S. coagulasa positivo 7631 (2V) 0.625 1.25 

S. coagulasa positivo 9067 (3V) 0.625 1.25 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. ATCC: American Type Culture 

Collection. 

 

 

En contraste con nuestro estudio, Puvaca et al., (2021) trabajando con el efecto del aceite de romero 

sobre cepas de S. aureus ATCC 25923 obtuvieron valores CMI de 1.4 mg/mL, el cual es mayor al 

CMI obtenido en nuestro estudio. Existen distintos trabajos que reportan CMI y CMB en el rango 

de 5-10 mg/mL contra cepas de S. aureus ATCC 25923 y S. aureus de aislados clínicos (Silveira 

et al., 2012; Teles et al., 2014). Las diferencias con estos valores pueden estar asociadas a la casa 

comercial donde se adquirió el aceite esencial, la pureza de este y la naturaleza de las cepas con las 

que se trabajan. La variedad de componentes que forman parte de este aceite esencial le confieren 

propiedades antibacterianas muy importantes, donde se destacan la presencia del α-Pineno y 1-8 

cineol. Al parecer ambos podrían tener un papel importante en la actividad antibacteriana, pero se 

puede inferir que realmente es el efecto sinérgico entre ellos y con otros componentes los que le 

confieren su actividad antibacteriana (Jiang et al., 2011). 

El aceite esencial de romero ha mostrado un buen potencial antimicrobiano, y para muchos 

investigadores es una alternativa muy promisoria a futuro para las áreas de preservación de 

alimentos y como alternativa de tratamiento ante agentes infecciosos (Fu et al., 2007; Carvalho et 

al., 2018; Kulaksiz et al., 2018). 

En general, para los tres aceites esenciales probados se observó que las cepas de referencia se 

mostraron con mayor sensibilidad que aquellas provenientes de aislamientos. Una posible 

explicación para esto es que, las cepas provenientes de aislamientos pueden mostrar 

comportamientos sumamente variados. Los factores que influyen son diversos: la fuente de 
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aislamiento (si fue algún animal, superficie o muestra clínica humana), las condiciones a las que 

se ha expuesto dicha bacteria (tratamientos fallidos con antibióticos por ejemplo) y la naturaleza 

virulenta de la cepa (S. aureus posee mayores mecanismos de patogenicidad que S. epidemidis o 

S. coagulasa positivos y negativos).  Es por ello, que este tipo de bacterias se convierten en un alto 

riesgo para la salud tanto en humanos como animales. 

 

 

6.3 Efecto de la Concentración del Aceite Esencial sobre las UFC/mL 

 

 

Durante el proceso de conteo de las unidades formadoras de colonias de las bacterias ensayadas en 

este trabajo se pudo observar que, para el caso de los tres aceites esenciales, el número de las 

UFC/mL disminuían conforme aumentaba la concentración probada del aceite (P < 0.05). 

 

 

6.3.1 Efecto de la Concentración del Aceite Esencial de Canela sobre las UFC/mL 

 

 

En la figura 2 se observa el crecimiento de las cepas de S. aureus. Podemos notar, en general, que 

no existió crecimiento a la concentración de 0.625 mg/mL. Además, se observó que el S. aureus 

ATCC 6538 fue la bacteria más sensible (p < 0.05) ante el aceite esencial de canela ya que sólo 

presentó crecimiento la concentración más baja (0.0781 mg/mL). Para los estafilococos 

provenientes de aislamiento clínico, el crecimiento más bajo (log 3.10 ± 0.17 UFC/mL) lo presentó 

el S. aureus 2997 (13V) a la concentración de 0.3125 mg/mL. Por otra parte, el crecimiento más 

alto (log 10.63 ± 0.02 UFC/mL) lo tuvo el S. aureus 1789 (10V) a la concentración de 0.0781 

mg/mL. Podemos indicar que en todas las concentraciones existió diferencia (p < 0.05) entre los 

conteos de crecimiento. 
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Figura 2. Cuentas de crecimiento de los distintos S. aureus expresados en log (UFC/mL) expuestos 

a diferentes concentraciones del aceite esencial de canela. Distintas literales en cada cepa 

bacteriana indican diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en las cuentas de 

crecimiento entre concentraciones.  

 

 

Por otra parte, la figura 3 nos muestra las cuentas de los S. coagulasa positivos ante las distintas 

concentraciones del aceite esencial de canela. El crecimiento se observa a partir de la 

concentración de 0.325 mg/mL para las tres bacterias. El S. coagulasa positivo 9067 (3V) presentó 

las cuentas de crecimientos más elevadas a las concentraciones de 0.3125 y 0.0781 mg/mL, 

mientras que para la concentración de 0.1562 mg/mL fue para el S. aureus 7631 (2V). Los análisis 

estadísticos indicaron que existió diferencia (p < 0.05) en los crecimientos de todas las 

concentraciones probadas en cada bacteria (Figura 3).  
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Figura 3. Cuentas de crecimiento de los distintos S. coagulasa positivos expresados en log 

(UFC/mL) expuestos a diferentes concentraciones del aceite esencial de canela. Distintas literales 

en cada cepa bacteriana indican diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en las 

cuentas de crecimiento entre concentraciones. 

 

 

6.3.2 Efecto de la concentración del aceite esencial de té de árbol sobre las UFC/mL 

 

 

La figura 4 muestra que los crecimientos bacterianos se presentan hasta la concentración de 0.625 

mg/mL. La bacteria más sensible (p < 0.05) al efecto del aceite fue el S. aureus ATCC 6538, cuya 

cuenta a la concentración más baja del aceite (0.1562 mg/mL) fue de log 8.00 ± 0.05 UFC/mL. 
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Figura 4. Cuentas de crecimiento de los distintos S. aureus expresados en log (UFC/mL) expuestos 

a diferentes concentraciones del aceite esencial de té de árbol. Distintas literales en cada cepa 

bacteriana indican diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en las cuentas de 

crecimiento entre concentraciones. 

 

 

 
Figura 5. Cuentas de crecimiento de los distintos S. coagulasa positivos expresados en log 

(UFC/mL) expuestos a diferentes concentraciones del aceite esencial de té de árbol. Distintas 

literales en cada cepa bacteriana indican diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer 

en las cuentas de crecimiento entre concentraciones. 
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Por otro lado, la cuenta más elevada la presentó S. aureus 2997 (13V) (log 10.45 ± 0.08 UFC/mL) 

a la concentración de 0.1562 mg/mL. Podemos notar que el crecimiento de los distintos 

Staphylococcus está en relación con la concentración probada, ya que a mayor concentración se 

observó el efecto inhibitorio del aceite esencial de té de árbol (p < 0.05) (Figura 4). 

Igualmente, la figura 5 muestra crecimiento de los S. coagulasa positivos hasta la concentración de 

0.625 mg/mL. La cepa S. aureus 9067 (3V) reportó el crecimiento más bajo y el más elevado, 

siendo log 3.14 ± 0.07 UFC/mL para 0.625 mg/mL y log 10.53 ± 0.05 UFC/mL para 0.1562 mg/mL 

respectivamente. Se observaron diferencias (p < 0.05) en los crecimientos entre todas las 

concentraciones para las tres bacterias ensayadas. 

 

 

6.3.2 Efecto de la concentración del aceite esencial de romero sobre las UFC/mL 

 

 

 
Figura 6. Cuentas de crecimiento de los distintos S. aureus expresados en log (UFC/mL) expuestos 

a diferentes concentraciones del aceite esencial de romero. Distintas literales en cada cepa 

bacteriana indican diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en las cuentas de 

crecimiento entre concentraciones. 
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En la figura 6 no se observó crecimiento en la concentración de 1.25 mg/mL. El comportamiento 

de las tres cepas, tanto de aislados y la de referencia de S. aureus fueron muy similares. Para los S. 

aureus 2072 (1V), S. aureus 2997 (13V) y S. aureus ATCC 6538 se observó diferencia (p < 0.05) 

en las cuentas de crecimientos entre concentraciones. Además, no se observó diferencia (p > 0.05) 

en las cuentas de S. aureus 1789 (10V) entre las concentraciones de 0.625 vs 0.3125 mg/mL y 

0.3125 vs 0.1562 mg/mL (Figura 6).  

Finalmente, todos los S. coagulasa positivos mostraron el más bajo crecimiento a la concentración 

de 0.625 mg/mL. También las tres cepas mostraron diferencia (p < 0.05) entre las diferentes 

concentraciones del aceite. (Figura 7). 

 

 

 
Figura 7. Cuentas de crecimiento de los distintos S. coagulasa positivos expresados en log 

(UFC/mL) expuestos a diferentes concentraciones del aceite esencial de romero. Distintas literales 

en cada cepa bacteriana indican diferencia significativa (p<0.05) mediante Tukey-Kramer en las 

cuentas de crecimiento entre concentraciones. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

Durante la realización de este trabajo se logró satisfactoriamente la evaluación de tres 

aceites esenciales y su actividad antimicrobiana sobre distintas cepas bacterianas causantes de 

mastitis bovina. Se obtuvieron halos de inhibición entre los rangos de 8-17 mm para el aceite de 

canela, de 7-15 mm para el aceite de té de árbol, y de 7-14 mm para el aceite de romero. La 

concentración de 8.0% v/v fue la que exhibió mayor efecto inhibitorio sobre las cepas de 

Staphylococcus probados. 

Las CMI y CMB encontradas contra las bacterias en el estudio fueron de 0.3125 mg/mL y 0.625 

mg/mL respectivamente para el aceite esencial de canela. Por otra parte, con el aceite esencial de 

té de árbol se obtuvieron CMI de 0.625 mg/mL y una CMB de 1.25 mg/mL respectivamente. 

Finalmente, el aceite esencial de romero mostró valores de CMI y CMB idénticos al de té de árbol 

(0.625 y 1.25 mg/mL respectivamente). Además, S. aureus ATCC 6538 fue la cepa más sensible a 

la actividad antimicrobiana de los tres aceites en comparación con las cepas de los aislados. Dentro 

de nuestro estudio, el aceite esencial de canela fue el que mostró una actividad antibacteriana in 

vitro más eficaz, ya que logró inhibir el crecimiento de los Staphylococcus a concentraciones 

menores que los aceites esenciales de romero y té de árbol.  

Por tanto, los resultados encontrados en el presente trabajo indican que los aceites esenciales de 

canela, romero y té de árbol mostraron un gran potencial para inhibir el crecimiento de bacterias 

del género Staphylococcus causantes de mastitis bovina, por lo que se sugiere continúe su estudio 

a futuro con el fin de poder ayudar a solventar los problemas resistencia bacteriana ante los 

antibióticos. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

 

Al trabajar con aceites esenciales se debe tener precaución en cuidar la fuente de donde se 

adquieren. Es decir, si es de tipo comercial hay que ser precavidos en las condiciones de almacenaje 

y conservación. Por otro lado, durante el proceso de extracción a partir de las plantas, se deben 

considerar factores como el tipo de técnica a utilizar, maduración de la planta y la pureza 

componentes que tiene. 

Debido a las características propias de los aceites esenciales, el lugar de trabajo debe tener luz tenue 

o en condiciones de luz roja si es posible. Además, el almacenamiento debe realizarse bajo 

condiciones de oscuridad y refrigeración. 
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