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GLOSARIO 

 

Término Significado 

AELg Aceite esencial de Lippia graveolens 

ATCC Colección americana de cultivos tipo 

ATP Adenosín trifosfato 

CLSI Instituto de estándares clínicos y de laboratorio 

CMB Concentración mínima bactericida 

CMI Concentración mínima inhibitoria 

CMT Prueba de mastitis california 

DL50 Dosis letal, 50% 

GC-MS Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas 

IRM Índice de resistencia múltiple 

MALDI-TOF 
Matrix-assisted laser desorption/ionization (desorción/ionización láser 

asistida por matriz)- time-Of-flight (tiempo de vuelo) 

MDR Resistentes a múltiples fármacos 

NR No resistente 

OTEM 
Extracción de la muestra directamente en la placa objetivo del 

espectrómetro 

PDR Panresistentes a fármacos 

RAM Resistencia antimicrobiana 

ssp Especies 

v/v Concentración de una solución volumen/volumen 

XDR Extremadamente resistentes a fármacos 
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1 RESUMEN  

El objetivo de la presente investigación fue evaluar el efecto antibacteriano del aceite 

esencial de Lippia graveolens (AELg), contra cepas multirresistentes aisladas de vacas 

con mastitis subclínica en unidades de producción lechera del Valle del Mezquital del 

Estado Hidalgo. Se determinó prevalencia de mastitis subclínica por medio de la 

prueba de california (CMT), en 16 unidades de producción. El aislamiento bacteriano 

se realizó de muestras con mastitis subclínica en Agar MacConkey y Soya 

Tripticaseína. Las cepas aisladas se identificaron por espectrometría de masas 

(MALDI-TOF). Por medio de la técnica de Kirby-Bauer se determinó sensibilidad 

antimicrobiana y se calculó el Índice de Resistencia Múltiple a Antibacterianos (IRMA). 

La actividad antibacteriana del AELg se determinó por medio de la concentración 

mínima inhibitoria (CMI), y bactericida (CMB), y la relación entre estas. Se determinó 

la citotoxicidad por medio de la prueba de hemolisis indirecta y el daño a la membrana 

plasmática a través de la liberación de ADN y proteínas. La composición química del 

aceite se identificó por cromatografía de gases acoplada a masas. La prevalencia de 

mastitis subclínica fue de entre 24.9 % y 47.0 % por vaca, y entre 17.2 % y 37.4 % por 

cuarto mamario, asociada a malas prácticas de ordeño. Se identificaron 13 especies 

bacterianas pertenecientes a 7 géneros, siendo Staphylococcus (36.36 %) y 

Enterococcus (27.27 %) los más prevalentes. El 72 % de las cepas presentaron un 

IRMA igual o superior a 0.5. El AELg mostró actividad antibacteriana con un efecto 

bactericida en las cepas evaluadas. El mayor efecto fue en bacterias Gram positivas 

como Staphylococcus aureus, Macrococcus caseolyticus y Enterococcus faecalis, con 

CMI y CMB menores a 0.1 mg/mL. Se determinó un efecto hemolítico y daño a la 

membrada a concentración dependiente. Se identificó al quimiotipo timol (68.9 %) 

como el compuesto mayoritario en el AELg. El AELg representa una alternativa contra 

bacterias multirresistentes; sin embargo, se requieren estudios complementarios para 

validar su uso en el tratamiento clínico de mastitis bovina. 

Palabras claves: Mastitis, resistencia antibacteriana, aceite esencial, timol, 

citotoxicidad. 
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2 ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the antibacterial effect of Lippia graveolens 

essential oil (AELg) against multigrug-resistant strains isolated from cows with 

subclinical mastitis in dairy production units in the Mezquital Valley of the State of 

Hidalgo. The prevalence of subclinical mastitis was determined using the California test 

(CMT) in 16 production units. Bacterial isolation was performed from samples with 

subclinical mastitis on MacConkey Agar and Trypticase Soybean. The isolated strains 

were identified by mass spectrometry (MALDI-TOF). Using the Kirby-Bauer technique, 

antimicrobial sensitivity was determined and the Multiple Resistance Index to 

Antibacterials (IRMA) was calculated. The antibacterial activity of AELg was 

determined by means of the minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal 

concentration (MBC) and the relationship between them. Cytotoxicity was determined 

through the indirect hemolysis test and damage to the plasma membrane through the 

release of DNA and proteins. The chemical composition of the oil was identified by 

mass-coupled gas chromatography. The prevalence of subclinical mastitis was 

between 24.9 % and 47.0 % per cow, and between 17.2 % and 37.4 % per mammary 

quarter, associated with poor milking practices. 13 bacterial species belonging to 7 

genera were identified, with Staphylococcus (36.36 %) and Enterococcus (27.27 %) 

being the most prevalent. 72 % of the strains had an IRMA equal to or greater than 0.5. 

AELg showed antibacterial activity with a bactericidal effect in the strains evaluated. 

The greatest effect was on Gram positive bacteria such as Staphylococcus aureus, 

Macrococcus caseolyticus and Enterococcus faecalis, with MIC and MBC less than 0.1 

mg/mL. A hemolytic effect and concentration-dependent membrane damage were 

determined. The thymol chemotype (68.9 %) was identified as the major compound in 

AELg. The findings indicate that AELg represents a potential alternative against 

multidrug-resistant bacteria; however, further studies are required to validate its clinical 

application in the treatment of bovine mastitis. 

Keywords: Mastitis, antibacterial resistance, essential oil, thymol, cytotoxicity. 
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3 INTRODUCCIÓN 

La mastitis es la inflamación de la glándula mamaria, que afecta el bienestar y la salud 

de la vaca lechera y ocasiona la mayor pérdida económica en las unidades de 

producción lechera debido a que reduce la producción, la calidad sanitaria de la leche 

y requiere costo económico en protocolos de tratamiento y control (Ruegg, 2017). La 

inflamación está asociada principalmente a infecciones bacterianas (Sharun et al., 

2021), clasificadas para su estudio en contagiosas y ambientales, según su medio de 

trasmisión y por la tinción de Gram en positivas y negativas (Lakew et al., 2019; Cheng 

et al., 2020).  

Las bacterias contagiosas como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Mycoplasma bovis y Corynebacterium, son parte de la microbiota en la ubre y en la 

piel del pezón de la vaca; sin embargo, pueden colonizar el canal del pezón, por lo que 

en procesos deficientes de rutina de ordeño se trasmiten de vaca a vaca dando origen 

a mastitis subclínicas, con alto recuento de células somáticas y reducción de 

producción de leche. Las bacterias ambientales se encuentran en corrales, echaderos, 

fómites y manos de ordeñadores, las más frecuentes son Streptococcus uberis, 

Streptococcus dysgalactie, Eschericha coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., y 

Enterococcus faecium (Ameen et al., 2019). 

En los establos especializados en la producción láctea, la prevención y control de la 

mastitis se realiza con protocolos farmacológicos, diseñados a partir de la identificación 

de patógenos y estudio de antibiogramas; sin embargo, se reporta una alta incidencia 

de la enfermedad y un uso descontrolado de fármacos en los tratamientos 

(Widianingrum et al., 2022; Li et al., 2023). El uso inadecuado de antimicrobianos y el 

mecanismo de adaptación de las bacterias a las condiciones de la ubre y ambiente, 

son factores que inciden en el desarrollo de resistencia microbiana (Saini et al., 2012; 

Sharun et al., 2021). La resistencia antimicrobiana se asocia a la diversidad molecular 

de los microorganismos y su interacción con el ambiente (Kovačević et al., 2022).  
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Actualmente los tratamientos contra bacterias multirresistentes a antimicrobianos 

generan una recuperación parcial, presencia de residuos en la leche y 

microorganismos resistentes, representando un riesgo para los consumidores. Por 

tanto, la mastitis bovina es considerada un problema de salud pública que requiere 

una redefinición científica en la búsqueda de nuevos tratamientos alternativos, para 

disminuir la contaminación de la leche tanto por patógenos, como por residuos de 

medicamentos utilizados para el control de esta (Amber et al., 2018).  

El desarrollo de resistencia antibacteriana puede reducirse con la aplicación de buenas 

prácticas de producción en los sistemas lecheros, la restricción de uso de 

antimicrobianos y el uso de extractos vegetales como alternativas de tratamiento 

(Kebede et al., 2021). Se ha demostrado que los compuestos del metabolismo 

secundario de las plantas como flavonoides, alcaloides, saponinas y terpenoides 

presentan actividad antibacteriana (Harjanti et al., 2020). Se ha reportado la excelente 

actividad antibacteriana que presentan los aceites esenciales contra bacterias 

asociadas a mastitis bovina (Harjanti et al., 2020; Cholan et al., 2021). De acuerdo con 

lo anterior el objetivo de la presente investigación fue determinar la actividad 

antibacteriana del aceite esencial de Lippia graveolens, planta de la flora local de la 

zona árida del Valle del Mezquital, contra bacterias aisladas de mastitis bovina de los 

establos de la región.  
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La producción de leche en el estado de Hidalgo se desarrolla en sistemas de 

producción heterogéneos complejos, dinámicos con influencia del entorno ecológico, 

socioeconómico y cultural en el que se originan y se desarrollan. En la región del Valle 

del Mezquital Hidalgo, la producción de leche a pequeña escala utiliza limitados 

recursos de tierra y animales para la generación de ingresos de la familia campesina 

del medio rural. Las problemáticas más importantes que enfrenta la producción lechera 

a pequeña escala son en el área de la nutrición, reproducción y en el cuidado de la 

salud animal. 

En el área de la salud animal, la mastitis es la enfermedad con mayor prevalencia en 

las vacas de los hatos lecheros de la región. La mastitis afecta la economía de la 

unidad de producción, porque reduce la producción de leche, propicia el uso 

desmedido de antibióticos en el tratamiento de animales enfermos que terminan 

enviados a rastros. Las malas prácticas en el tratamiento, que realizan los productores 

a animales enfermos y la usencia de controles de calidad e inocuidad alimentaria en 

el mercado local de la leche, genera problemas de salud en la población y en los 

animales, por el desarrollo de resistencia de las bacterias a los antimicrobianos. 

En la actualidad no existen reportes de investigaciones de las principales bacterias 

causales de mastitis en los hatos lecheros del Valle del Mezquital, se desconoce la 

existencia de resistencia o multirresistencia de las bacterias a los antimicrobianos; sin 

embargo, en otras regiones del mundo se reporta que las bacterias presentan 

recombinación genética y desarrollo de factores de resistencia a los fármacos. La 

presencia de bacterias resistentes en mastitis bovina ocasiona tasas de curación baja 

en animales enfermos, presencia de residuos de antibiótico y microorganismos 

resistentes en la leche para los consumidores.  La multirresistencia a antimicrobianos 

de las bacterias asociadas a mastitis bovina es una problemática que demanda la 

búsqueda de nuevos tratamientos alternativos de control. En la actualidad en el mundo 

se desarrollan investigaciones de actividad antibacteriana de aceites esenciales de 

plantas frente a bacterias resistentes asociadas a mastitis bovina.  
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Por lo anterior dentro de la flora local del Valle del Mezquital, el orégano silvestre 

conocido también como orégano mexicano (Lippia graveolens), es una planta 

aromática con uso local en la alimentación humana como condimento y en el cuidado 

de la salud como infusión para el tratamiento de diarreas. La presencia y concentración 

de metabolitos secundarios en plantas aromáticas determina la actividad 

antibacteriana, por ello el presente trabajo tuvo como propósito evaluar el efecto 

antibacteriano del aceite esencial de Lippia graveolens sobre cepas bacterianas 

asociadas a mastitis subclínica en establos de la región del Valle del Mezquital en el 

Estado de Hidalgo México, como una alternativa de posible uso en el tratamiento 

clínico de mastitis bovina.   
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5 JUSTIFICACIÓN 

La mastitis es una patología común con alta prevalencia en los hatos lecheros del Valle 

del Mezquital, origina pérdidas económicas asociadas al descarte de leche y animales, 

al costo de fármacos para su control y prevención. Es una patología de importancia 

económica, los ganaderos especializados en conjunto con las farmacéuticas han 

desarrollado diversos protocolos de prevención y control; sin embargo, en las 

pequeñas unidades de producción animal el uso de fármacos es inadecuado o nulo. 

En ambos escenarios el uso continuo de antimicrobianos induce la resistencia de 

bacterias comensales y patógenas, por lo que en la actualidad se trabaja en la 

búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas para combatir a la mastitis.  

El uso de aceites esenciales para el cuidado de la salud en los animales tiene como 

propósito mitigar los efectos secundarios de algunos antimicrobianos empleados en 

tratamientos farmacológicos convencionales. La etnoveterinaria aplica los 

conocimientos, creencias, prácticas y habilidades tradicionales de los pueblos para el 

cuidado y cría de animales, integrando los conocimientos de la Medicina veterinaria 

desde un enfoque holístico de la salud considerando la relación entre humanos, 

animales y ambiente. En la actualidad se investiga los potencializadores de la 

inmunidad de los animales principalmente los que son a base de extractos de plantas, 

como tomillo, ajo y orégano, así como de aceites esenciales para la prevención y 

control de la mastitis. En la búsqueda de alternativas terapéuticas a base de plantas 

propias de la diversidad florística local Valle del Mezquital Hidalgo, el orégano 

mexicano (Lippia graveolens), por su uso en Medicina tradicional podría ser una 

alternativa de estudio para su evaluación antibacteriana y su posible uso fitoterapéutico 

en el tratamiento de la mastitis bovina. 
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6 HIPÓTESIS 

El aceite esencial de Lippia graveolens presenta un efecto antibacteriano contra 

bacterianas multirresistentes aisladas de vacas con mastitis en unidades de 

producción lechera del Valle del Mezquital, Hidalgo. 
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7 OBJETIVOS 

 

7.1 Objetivo general 

 Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial L. graveolens contra 

bacterianas multirresistentes aisladas en unidades de producción lechera 

del Valle del Mezquital, Hidalgo, mediante técnicas bacteriológicas de rutina 

y espectrometría, para proponerlo como una alternativa fitoterapéutica. 

 

7.2 Objetivos específicos  

 Determinar la prevalencia de mastitis subclínica en unidades de producción 

de leche cooperantes en el Valle del Mezquital. 

 Determinar e identificar el perfil de resistencia a antimicrobianos de las 

bacterias aisladas de vacas con mastitis subclínica. 

 Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de L. graveolens 

contra cepas multirresistentes aisladas de vacas con mastitis. 

 Determinar la citotoxicidad indirecta y daño a membrana citoplasmática del 

aceite de L. graveolens. 

 Determinar la composición fitoquímica del aceite esencial de L. graveolens. 
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8 CONCLUSIONES GENERALES 

La prevalencia de mastitis bovina en las unidades de producción se asoció a la asepsia 

de las manos del ordeñador, secado de pezón y uso de sellado. Las bacterias con 

mayor presencia en la mastitis bovina de las unidades de producción pertenecen a los 

géneros: Enterococcus, Staphylococcus, Escherichia, y Macrococcus. Siendo 

Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas 

aeruginosa, con diferentes grados de sensibilidad a los antimicrobianos evaluados. 

El AELg presentó un efecto bactericida contra la mayoría de las bacterias 

multirresistentes asociadas a mastitis bovina. La actividad bactericida se asocia al 

quimiotipo timol, compuesto mayoritario del AELg. Se determinó actividad hemolítica 

y daño a la membrana citoplasmática dependiente a la concentración del AELg. El 

AELg podría representar una alternativa terapéutica contra la mastitis bovina, sin 

embargo, se sugiere realizar pruebas de citotoxicidad en líneas celulares que permita 

garantizar su uso en modelos in vivo. 
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9 Capítulo 1. Lippia graveolens y su actividad contra bacterias 

asociadas a mastitis bovina: Revisión bibliográfica
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10  Capítulo 2. Prevalencia de mastitis bovina y aislamiento de 

bacterias multirresistentes en granjas lecheras de Hidalgo, 
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mexicano contra bacterias multirresistentes asociadas con mastitis 
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