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III. RESUMEN

La mastitis es una inflamacion del parénquima del tejido de la ubre que causa cambios
patologicos en el tejido glandular y anormalidades en la leche, lo que lleva a pérdidas

economicas significativas para la industria lechera en México y todo el mundo.

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis contra bacterias asociadas a mastitis, para proponerlo como una
alternativa de tratamiento. Se extrajo el aceite esencial de Rosmarinus officinalis por arrastre
de vapor y se determiné su actividad antibacteriana por medio de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), Concentracién Minima Bactericida (CMB) y su relacion de estas para

determinar el efecto antibacteriano.

El AER mostr6 actividad antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
evidenciando halos de inhibicion de 11.5 mm y 13.5 mm, respectivamente. Se determino un
efecto bactericida contra el 50% de las cepas evaluadas, con diferencias significativas en las
concentraciones de CMI y CMB (P =0.00001). Pseudomonas aeruginosa presentd la mayor
CMl y Serratia liquefaciens mostrd la menor eficacia bactericida con una relacion de CMB/

CMI de 8.9.

Estos resultados sugieren el potencial del AER como alternativa antibacteriana contra
bacterias asociadas a mastitis resistentes a antimicrobianos convencionales, sin embargo, se
requiere de estudios adicionales que identifique el metabolito que le confiere la actividad

antibacteriana y garanticen su evaluacion en modelos in vivo.

Palabras clave: Mastitis, resistencia antimicrobiana, aceite esencial, Rosmarinus officinalis.



IV. ABSTRACT

Mastitis is an inflammation of the udder tissue parenchyma that causes pathological changes
in glandular tissue and abnormalities in milk, leading to significant economic losses for the

dairy industry in Mexico and worldwide.

The objective of the present study was to determine the antibacterial activity of Rosmarinus
officinalis essential oil against bacteria associated with mastitis, to propose it as an alternative
treatment. Rosmarinus officinalis essential oil was extracted by steam distillation and its
antibacterial activity was determined by means of the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and their ratio to determine the

antibacterial effect.

The AER showed antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus,
showing inhibition halos of 11.5 mm and 13.5 mm, respectively. A bactericidal effect was
determined against 50% of the strains evaluated, with significant differences in MIC and
MBC concentrations (P = 0.00001). Pseudomonas aeruginosa had the highest MIC and
Serratia liquefaciens showed the lowest bactericidal efficacy with an MBC/MIC ratio of 8.9.

These results suggest the potential of AER as an antibacterial alternative against bacteria
associated with mastitis resistant to conventional antimicrobials; however, additional studies
are required to identify the metabolite that confers the antibacterial activity and ensure its

evaluation in in vivo models.

Keywords: mastitis, antimicrobial resistance, essential oil, Rosmarinus officinalis.
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1. INTRODUCCION

En México existen diversos tipos de sistemas de produccion de leche, con diferencias en
nivel y alcance, desde sistemas altamente tecnificados hasta los sistemas familiares de

traspatio (Gallegos-Daniel, 2023).

El sistema de produccion lactea es categorizado como de los principales sustentos del sector
agroalimentario mexicano y el tercero en importancia dentro del subsector pecuario, después
de la carne bovina y avicola, esto debido a su gran impacto econémico, social y culturales,

en especial, por suministrar un alimento basico para la poblacion mexicana (Alvarez Macias,

2024).

Los bovinos especializados en producciéon de leche se ven afectados por diversas
enfermedades entre ellas y una de las més importantes es la mastitis, esta enfermedad ataca
con mayor prevalencia a las hembras especializadas en la produccion lactea, esta enfermedad

produce una disminucién tanto de la calidad como de la produccion de leche ( Bonestroo et
al., 2023).

Los patdégenos de la mastitis se clasifican como contagiosos y/o ambientales,
siendo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y Mycoplasma spp. los patdogenos
mas comunes que provocan mastitis contagiosa, por otro lado, los enterococos son agentes
causales ambientales de la mastitis, con infecciones causadas principalmente

por Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium (Jin Kim, 2022).

El tratamiento para la mastitis se basa en la administracion parenteral de antimicrobianos y
actualmente por el mal uso de estos medicamentos ha aparecido cepas bacterias resistentes a

diferentes antimicrobianos.

La resistencia a los antibioticos se ha convertido en uno de los problemas de salud mas
alarmantes a nivel mundial y se considera una amenaza global para la salud publica, el uso
indebido y excesivo de los antimicrobianos es el principal factor que determina la aparicion

de patogenos farmacorresistentes (OMS, 2021).



La RAM pone en peligro la eficacia de la prevencion y el tratamiento de una serie de
infecciones por virus, bacterias, hongos y parasitos (OPS, 2021). Lo que da como resultado
la exhaustiva blisqueda por nuevas alternativas funcionales para el tratamiento de bacterias

resistentes a antimicrobianos.

El uso de los aceites esenciales ha sido fundamental para esta labor; en este estudio se utilizd
el aceite esencial de romero, este contiene numerosos compuestos bioactivos naturales con
diferentes efectos farmacoldgicos, especialmente potencial antimicrobiano (Vézquez

Rodriguez, 2015).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis contra bacterias asociadas a

mastitis, para proponerlo como una alternativa de tratamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1.  Importancia de la ganaderia en México

La ganaderia es uno de los motores mas importantes del sector agroalimentario en México,
debido que es una fuente importante de alimentaciéon humana, la leche proporciona nutrientes
esenciales y es una fuente importante de energia alimentaria, proteinas de alta calidad y
grasas, el (SIAP, 2024) reporté que se obtuvieron tres mil 184 millones de litros, dato
superior en 59 millones mas a lo obtenido en el mismo trimestre del afo previo que fue de

tres mil 125 millones, es decir, 1.9 por ciento de incremento.

En el mes de marzo se report6d con una cifra de 3 mil 184 millones litros solo en produccion
nacional para consumo local y con 44 millones litros de exportacion, lo que nos indica la alta
demanda de este producto alimenticio, el 13 de mayo del 2024 fue el Gltimo reporte sobre el

consumo per-capita de la poblacidon mexicana, que es de 131litros (LICONSA, 2024).

La calidad de los productos lacteos es una preocupacion constante en el sector ganadero ya
que la NOM-243-SSA1-2010 nos indica la leche unicamente se puede denominar al liquido
que se obtiene de las glandulas mamarias de vacas sanas o de cualquier otra especie de
mamifero, la cual cuenta con caracteristicas nutrimentales adecuadas para incluirla, junto con

sus derivados, dentro de la alimentacion diaria.

Esto nos hace mirar hacia la existencia de numerosas enfermedades que pueden adquirir el
ganado y afectar la produccion y por ende la calidad de dicho producto, siendo la mastitis la
inflamacion de las glandulas mamarias o la ubre una de las enfermedades mas importantes
que afectan al ganado bovino disminuyendo la cantidad, calidad y condicion de la leche

incluyendo los cambios drasticos en el sabor, color y olor de la leche (Amber et al., 2018).

Esta enfermedad es un riesgo que no sélo afecta a los animales, también impacta en la
economia nacional, pues se estima que podria causar pérdidas en la produccion lactea hasta

del 30 por ciento argumento (MSD, 2022).



2.2. Mastitis.

La mastitis es una enfermedad devastadora para los animales lecheros que afecta el bienestar
animal que reduce el rendimiento y la calidad lactea, se clasifica segiin la epidemiologia,
contagiosa, ambiental y oportunistas producida por numerosos agentes tanto bacterias
Gramm negativas y Gramm positivas, entre ellas Staphylococcus — aureus (' S.

aureus ), Streptococcus agalactiae (' S. agalactiae ) y Mycoplasma spp.

Se transmiten de una vaca infectada a una vaca sana, generalmente en el momento del ordefio,
a través de las manos, toallas y/o la maquina de ordefio. (Sharun, y otros, 2021), (Morales-

Ubaldo et al., 2023).

Actian como reservorios bacterianos y las ambientales causada por bacterias que se
encuentran principalmente fuera de la sala de ordeno, es decir, las bacterias que provienen
del entorno de la vaca, como el material de cama, el suelo, el estiércol, las heces y el agua

estancada y esta altamente influenciada por las practicas de manejo (Cheng, 2020).

Sin embargo, la infeccion no solo se produce a raiz de una intervencion patdégena sino al
consiguiente cambio de la microbiota mamaria de una disminucion de los comensales, a un
aumento de los patobiontes autdctonos existentes, lo que da como resultado disbiosis

mamaria.

La sobrepoblacion de la microbiota comensal suprime los patobiontes autdctonos existentes,
desencadenados por factores externos, por ejemplo, dieta, medicacion (uso inadecuado de
farmacos), entorno higiénico y por motivos internos como enfermedades de la ubre (Maity,

2021).

Las interacciones del hospedero con patdgenos han sugerido que las variaciones en la
ecologia microbiana de la ubre dependen del estado fisiologico de la vaca, las caracteristicas
anatomicas de la ubre, los rasgos genéticos asociados con la respuesta inmunolédgica y los

factores ambientales (Maity, 2021).



2.3. Resistencia antimicrobiana.

La resistencia antimicrobiana es uno de los problemas mas importantes en la actualidad por
ser una gran amenaza a la salud animal y la salud humana alrededor de todo el mundo, debido
al mal uso que se le dio a numerosos farmacos el (INEGI, 2023) reporto el incremento de las
ventas de medicamentos de uso humano en el 2022, si bien el problema de la resistencia
antimicrobiana que hoy en dia es un gravisimo problema no se origin6 en estos afios, esas

cifras nos dan una pauta del uso desmedido en venta y compra de medicamentos.

Las bacterias utilizan su capacidad evolutiva para adaptarse al constante cambio selectivo
ejercido por los tratamientos con antibidticos, lo que nos origina que exista una eficacia

reducida de la intervencion terapéutica contra las infecciones humanas y animales.

Los mecanismos responsables de la resistencia a los antimicrobianos tanto innata como
adquirida incluyen en elementos genéticos que permiten la difusion constante de patdgenos
altamente resistentes entre los ecosistemas de diversos sectores, como la medicina humana,

la medicina veterinaria y el medio ambiente (Palma, 2020).

La prevalencia de mastitis resultd en el uso extensivo de antibiodticos, intramamarios y
parenterales. Se revelaron que el 90% de los residuos de antibioticos en la leche son

consecuencia de la terapia de mastitis (Kovacevi¢, 2021).

Se han descrito varios mecanismos posibles para el desarrollo de resistencia a los agentes
antimicrobianos, entre los que se incluyen la infiltracion retardada de los agentes
antimicrobianos a través de la matriz del biofilm, la tasa de crecimiento de los organismos
del biofilm y el aumento de patégenos resistentes a los antimicrobianos como consecuencia

del uso excesivo de antibidticos durante el periodo seco de la vaca (Maity, 2021).

Actualmente los tratamientos antibioticos tradicionales provocan facilmente la aparicion de
cepas resistentes. Los resultados de la terapia antibacteriana en la mastitis pueden estar
relacionados no solo con la sensibilidad antibidtica de los factores etiologicos, sino también
con su capacidad de portar integrones y genes de virulencia por parte de los agentes

patoldgicos que pueden estar presentes en esta enfermedad (Turkyilmaz, 2023).

10



Se han encontrado la aparicion de la RAM como penicilina, amoxicilina, tetraciclina,
amikacina, gentamicina o eritromicina, piperacilina, ceftazidima, cefquinoma, tigeciclina,
colistina y vancomicina, incluyendo el problema de los residuos de medicamentos también
estd aumentando. Frente al continuo crecimiento de patdgenos resistentes a los antibioticos,

existe la necesidad de encontrar nuevos compuestos antimicrobianos (Morales Ubaldo,

2023).

2.4.  Aceites esenciales y su funcion en la medicina veterinaria.

Los AE son liquidos aromaticos y volatiles extraidos de materiales vegetales como flores,
semillas, hojas, brotes, hierbas, corteza, madera, frutos y raices. Los componentes presentes
en los aceites esenciales son producidos como metabolitos secundarios por las plantas para
ayudar a su supervivencia frente a los estresores ambientales, incluidos los patdégenos (Aber,
2021).

La historia mundial menciona, que para las civilizaciones fue de importancia relevante el uso
culinario que dieron a las plantas, asi como en la composicion de perfumes y medicinas,

siendo esta ultima de uso terapéutico tradicional en todas las culturas (Flores Villa, 2020).

2.5. Rosmarinus officinalis (Romero).

2.5.1. Clasificacion taxonomica

Es una planta herbacea perteneciente a la familia Lamiaceae, del género Salvia, del
subgénero Rosmarinus, es originaria del mediterraneo, pero actualmente se distribuye por
todo el mundo. su periodo de floracion es de mayo a junio y el de fructificacion es de

primavera a verano (Borges, 2018).

Dentro de la familia Lamiaceae destaca la importancia del género Rosmarinus, que contiene
las siguientes especies: R. laxiflorus, R. eriocalyx, R. tomentosus, R. lavandulaceus y R.
officinalis, siendo esta Gltima la mas utilizada, gracias a que sus metabolitos secundarios que
se encuentran en casi todas las partes de la planta (hojas, tallos, flores y raices) mostrando

¢éstas una gran variedad de actividades bioldgicas benéficas (Ali, 2019).
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La planta de romero es un arbusto aromatico lefioso con hojas perennes fragantes en forma
de aguja. Crece hacia arriba y puede extenderse hasta una altura de 2 m. Las hojas son de 2-
4 cm de largo y 2-5 mm. ancho, verde arriba y blanco abajo con pelos lanudos cortos y
densos. Las diferentes variaciones de la planta pueden dar lugar a el crecimiento de ramas y
flores de diferentes colores (blancas, rosadas, moradas o azules) (Banjaw, 2024). Estas
variaciones de plantas de romero pueden modificar el rendimiento de aceite y los compuestos

quimicos del romero.

2.6. Importancia en la medicina tradicional y moderna.

Durante la antigiiedad y la actualidad se ha usado el romero en infusiones, extractos,
balsamos, aceite esencial, alcoholes, etc. para su uso externo o interno, debido a sus
propiedades antisépticas (antibacteriano y antifiingico), antiespasmodicas, anticonvulsivas,
antiinflamatoria, colerética y colagoga, ademas de estar demostrado su potencial como

antioxidante (Vazquez Rodriguez, 2015).

Su aceite esencial y extractos son antimicrobianos con propiedades antioxidantes (Basheer,
2018),  anti-hepatotoxicos,  anti-nefrotdéxicos,  antiinflamatorios,  antitumorales,

antihelminticos (Zoral, 2018).

2.6.1. Propiedades farmacologicas

Los componentes con propiedades farmacoldgicas se agrupan en flavonoides, terpenoides
(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos) y derivados hidroxicindmicos (Ali,

2019).

En el romero se encuentran dos principales constituyentes activos: los flavonoides (como la
diosmetina, diosmina, hispidulina, apigenina, luteolina y sinensetina, entre otros) y
triterpenoides (como la rosmariquinona, el acido carndsico, acido ursoélico, acido oleandlico
y la picrosalvina, entre otros). La actividad antimicrobiana de los extractos y aceite esencial
del romero es atribuida principalmente al a-pineno, el acetato de bornilo, el alcanfor y el 1,8-

cineol (Ebrahimi, 2020).
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2.7. Agentes patologicos contagiosos y ambientales.

La mayoria de los agentes patdgenos aislados en esta enfermedad son estafilococos,
estreptococos y coliformes, pero otros microorganismos pueden infectar el ubre (Olivares-

Pérez et al., 2015).

2.7.1. Enterococcus spp.

Son bacterias Gram positivas que viven en los tractos gastrointestinales de humanos y otros
animales. Enterococcus spp. puede sobrevivir en el medio ambiente durante largos periodos

de tiempo y puede infectar las glandulas mamarias (Jin Kim, 2022).

Se considera el principal patdgeno ambiental causante de mastitis. Los enterococos se
encuentran comunmente en los intestinos de los animales y sus heces, debido al uso sin

medida de antibidticos orales (Gao, 2019).

Algunas cepas de enterococos pudieron adaptarse, cambiando la microbiota propiciando la
infeccion a ubres de manera ambiental y con un mal manejo en ordefiadoras y operadores de

ordenadoras.

Se reportado que E. faecalis esta en alimentos de origen animal, incluida la carne, la leche y
sus productos, y se ha relacionado con enfermedades en la poblacion humana como la
infeccion del tracto urinario. Los estudios han informado de la presencia de factores de
virulencia que facilitan la adherencia y la colonizacion, la citdlisis y la diseminacion de E.

faecalis en el hospedero (Hashem, 2021).

Aunado a lo anterior, E. faecalis tiene una maquinaria formadora de biopeliculas que permite
que la bacteria se adhiera a superficies bidticas y abiodticas que confieren resistencia

antimicrobiana adicional (Jin Kim, 2022).

Enterococcus faecalis posee resistencia intrinseca a los antibidticos comerciales, como las
cefalosporinas, aminoglucosidos, clindamicina y trimetoprima-sulfametoxazol, ampicilina y
vancomicina (Garcia-Solache, 2019). Debido a su resistencia en evolucion, la mastitis
causada por E. faecalis podria ser dificil de tratar con la mayoria de los antimicrobianos

comerciales (Sattar Bag, 2022)
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Enterococcus faecium, es una bacteria oportunista (Wei, 2024), resistente a una variedad de

antibiodticos, incluidos aminoglucosidos, macrélidos, B-lactamicos y tetraciclinas (Liu, 2024)

2.7.2. Stenotrophomonas maltophilia.

Es una bacteria oportunista y ambiental (Brooke, 2021). Estas células bacterianas son Gram
negativas, de morfologia uniforme y se presentan bacilos cortos, delgados, rectos o curvados,
aislados o en pares. La movilidad se debe a dos o mas flagelos polares, puede sobrevivir en
casi cualquier ambiente acudtico o himedo donde puede persistir durante largos periodos
(Ré@puntean, 2021) por lo tanto S. maltophilia puede migrar del intestino a la glandula

mamaria e inducir mastitis (He, 2023).

S. maltophilia tiene la capacidad para producir biopeliculas como un gen fuerte de virulencia
por lo tanto esta bacteria posee una alta resistencia a los antibidticos, tales como beta
lactamicos, aminoglucosidos, quinolonas, macrolidos, trimetoprima/sulfametoxazol,

tetraciclinas, fenicoles y polimixinas (Ocak, 2023).

2.7.3. Pseudomonas aeruginosa.

Es un patogeno oportunista y ambiental que puede provocar mastitis subclinica dentro los
hatos lecheros, debido que esta bacteria estd ampliamente presente en areas himedas, lugares
con un mal manejo sanitario e higiénico de los animales y utensilios. El curso mas comun se
caracteriza inicialmente por mastitis leve que evoluciona a una etapa de infeccidon cronica

(Schauer, 2021)

Es una bacteria Gramm-negativa pueden poseer varios factores de virulencia responsables de
su patogenicidad, entre ellos es la exotoxina A (fox A) y la exoenzima S ( exo S) son dos

cepas asociadas con la infeccion de mastitis subclinica en bovinos (Banerjee, y otros, 2017)

En el estudio de (Turkyilmaz, 2023) se encontrd la relacion de Pseudomonas aeruginosa 'y
su RAM anumerosos antibioticos como el ciprofloxacino, netilmicina, cefoperazona,

amikacina, aztreonam, enrofloxacina.

La presencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a los antibidticos en

tratamientos enfocados a mastitis puede suponer un riesgo para la salud publica, debido a la
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facilidad con la que las bacterias pueden transmitir sus genes de resistencia a los seres

humanos a través del consumo de alimentos.

2.7.4. Serratia liquefaciens.

Es un bacteria Gram negativas que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, esta bacteria
se puede encontrar en diversos entornos y hospederos, como suelo, insectos, plantas, agua y
materias primas alimentarias, en estas podemos encontrar Serratia spp. produciendo de lipasa

y proteasa resistente al calor en la leche cruda fria (Begrem, 2021).

La contaminacién por un mal manejo a la hora de la limpieza, por ejemplo, productos
inadecuados para la limpieza de pezones antes o después de la ordefia, han reportado

infeccion con Serratia spp. (Friman, 2019).

2.7.5. Escherichia coli.

Es un patdgeno altamente contagioso que invaden y se multiplican en la ubre de la vaca,

inducen una respuesta inmune del hospedero y se eliminan rapidamente (Cheng, 2020).

Es uno de los principales agentes etioldgicos de la mastitis clinica aguda en el ganado lechero,
Escherichia coli comprende un grupo heterogéneo de residentes comensales del intestino,
por ello y debido a la flexibilidad de su genoma, ha evolucionado para causar mastitis tras la
contaminacion fecal de la piel del pezén, E. coli causa infecciones predominantemente

agudas, de corta duracion entre 10 a 30 dias (Goulart, 2022).

Algunas cepas de E. coli, son bacterias comensales naturales del tracto gastrointestinal de los
bovinos, por lo cual es mas probable que E. coli de ganado afectado por mastitis sea
oportunista, por lo cual un sistema inmunologico deficiente, particularmente durante el
periparto cuando se reduce el reclutamiento de leucocitos a la glandula mamaria, dejando

indefensa la ubre y propiciando a que haya una infeccion bacteriana (Goulart, 2022).

Debido a que es una de las enfermedades de produccién mas frecuentes y costosas del ganado
lechero. Con frecuencia se trata con antimicrobianos de amplio espectro lo que ha provocado
su RAM, por lo tanto, E. coli exhibid resistencia contra oxacilina y sulfametoxazol-

trimetoprima (Rana, 2022)
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2.7.6. Staphylococcus aureus

Es una bacteria Grampositiva que es capaz de superar todas las barreras del sistema de
defensa del hospedero, esto debido a que posee un amplio espectro de factores de virulencia
como la produccion de enzimas, antigenos, adhesinas y toxinas, incluyendo la capacidad de
la formacion de biopeliculas, esta bacteria ha desarrollado multirresistencia a los antibidticos
como la ampicilina, oxacilina y tetraciclina, por lo tanto, Staphylococcus aureus presenta
altos indices de resistencia, lo cual provoca que haya menos antimicrobianos que se puedan

usar como tratamiento eficaz (Rana, 2022; Guzman-Rodriguez, 2021).

Staphylococcus aureus sigue siendo el patdogeno mds prevalente que causa infecciones
intramamarias en el ganado lechero a nivel mundial (Valmorbida et al., 2017), asociado con
varias formas de mastitis clinica y subclinica no causa anomalias o fatalidad; sin embargo,
produce enzimas degradativas y toxinas que dafian irreversiblemente el tejido de ordefio,

disminuyendo la produccion de leche y con esto su calidad (Cheng, 2020).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, la ganaderia ocupa un lugar fundamental en la economia y la seguridad
alimentaria de la poblacidn, siendo la produccion lactea un pilar esencial en la alimentacion
humana. Sin embargo, los sistemas de produccion lactea enfrentan diversos desafios, entre

los cuales se destacan los problemas sanitarios.

Uno de los problemas sanitarios mas recurrentes es la mastitis, una enfermedad que afecta
significativamente el bienestar animal y la estabilidad econdmica, generando pérdidas
importantes en la produccion lactea. La mastitis es una complicacion frecuente que
disminuye la produccion de leche y estd asociada a un amplio grupo de agentes patogenos y
factores ambientales. Esta enfermedad no solo reduce la cantidad y calidad de la leche, sino

que también incrementa la administracion de antimicrobianos.

El uso excesivo de antimicrobianos ha generado preocupaciones sobre la resistencia
microbiana, un peligro latente que afecta a la poblacion humana, animal y vegetal. El abuso
de antimicrobianos para combatir la mastitis deja residuos en la leche y fomenta la aparicion

de cepas resistentes de patdogenos.

En este contexto, es imperativo buscar alternativas que permitan controlar la mastitis sin
recurrir al uso indiscriminado de antimicrobianos. En el presente trabajo, se estudid y
experimentd con aceite esencial de romero como un tratamiento alternativo para combatir
bacterias asociadas a la mastitis. Este enfoque innovador representa un avance significativo

hacia un tratamiento eficaz y sostenible para esta enfermedad.

El uso de aceite esencial de romero puede ofrecer una solucion prometedora que contribuya
a reducir la dependencia de antimicrobianos y, por ende, a mitigar el riesgo de resistencia
microbiana. Ademads, implementar tratamientos alternativos basados en productos naturales

podria mejorar el bienestar animal y la calidad de la leche.
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4. JUSTIFICACION

La ganaderia, y en particular la produccion lactea, juega un papel esencial en la economia y
seguridad alimentaria de México. La leche es un alimento bésico en la dieta de la poblacion,
lo que subraya la importancia de mantener la estabilidad y eficiencia de los sistemas de
produccion lactea. Sin embargo, la mastitis, una enfermedad comiin provocada por bacterias
multirresistentes, representa un desafio significativo. Este problema no solo disminuye la
cantidad y calidad de la leche, sino que también afecta la estabilidad econémica de los
productores y pone en riesgo la salud publica debido a la presencia de residuos de
antimicrobianos en la leche. El uso excesivo de antibidticos en el tratamiento de la mastitis
ha llevado a un incremento en la resistencia microbiana, lo que complica atin mas el control
de esta enfermedad. La resistencia microbiana es una amenaza global que no solo afecta la
microbiota, sino que también limita las opciones de tratamiento disponibles para los

profesionales de la salud animal.

Por lo tanto, es imperativo buscar alternativas efectivas y sostenibles que permitan controlar
la mastitis sin recurrir al uso indiscriminado de antibidticos. Una de las alternativas
prometedoras es el uso de plantas medicinales, practicas que han demostrado beneficios
significativos en la medicina tradicional. La planta Rosmarinus officinalis, comiinmente
conocida como romero, es conocida por sus propiedades antibacterianas y ha sido utilizada

historicamente en el tratamiento de diversas afecciones.

El aceite esencial de romero se presenta como una opcion econdémica y accesible para el
tratamiento antibacteriano de la mastitis, lo que podria reducir la dependencia de antibidticos
y, por ende, la resistencia microbiana. Implementar el uso de aceite esencial de romero en la
produccion lactea no solo mejoraria la salud y bienestar de los animales, sino que también
garantizaria la seguridad y calidad de la leche consumida por la poblacion. Ademas, la
adopcion de tratamientos alternativos basados en productos naturales contribuiria a la
sostenibilidad del sector agropecuario, permitiendo una producciéon lactea mas eficiente y
segura. Por estas razones, es fundamental continuar investigando y promoviendo el uso de
terapias alternativas para asegurar el bienestar animal y la calidad de los productos lacteos

en México.
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5. HIPOTESIS

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis presentara actividad antibacteriana contra

bacterias asociadas con mastitis.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general.

e Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
contra bacterias asociadas a mastitis, para proponerlo como una alternativa de

tratamiento.

Objetivos especificos.

1. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de Rosmarinus

officinalis contra bacterias asociadas a mastitis.

2. Determinar la Concentracion Minima Bactericida del aceite esencial de Rosmarinus

officinalis contra bacterias asociadas a mastitis.

3. Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

contra bacterias asociadas a mastitis.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.  Sitio de colecta

Se adquirid la planta completa, incluyendo hojas y tallos de romero (Rosmarinus officinalis),
en el municipio de Tizayuca Hidalgo, México (19° 47° y 19° 55’ de latitud norte; los
meridianos 98° 54 y 99° 02’ de longitud oeste; altitud de 2 300).

El Municipio de Tizayuca, tiene una extension territorial de 92.5 kilémetros cuadrados y se
encuentra a 52 kilémetros de la Ciudad de México, colinda al norte con Tolcayuca, estado de
Hidalgo, y al Sur y Oeste con el Estado de México. Clima semiseco templado, con lluvias de

junio a septiembre, abarcando el 100% de la superficie municipal.

El municipio estd compuesto principalmente por maguey y nopal, cactus, arbustos lefiosos
de diversos tipos, también se encuentran arboles de Pirul, el Pino, el Capulin y el Huizache,
ademas de tener arboles utiles como, arboles frutales y abundantes hierbas silvestres que se

utilizan para remedios caseros.

Su suelo esta conformado principalmente de phacozem y leptosol, no son salitrosos, son
semipermeables, son firmes puesto que existe tepetate o poca profundidad, el nivel freatico

se encuentra a mas de 3 metros (INEGI, 2010).

Figura 1. Imagen representativa de Romero (Rosmarinus officinalis).
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7.2.  Identificacion de la planta.

La planta de romero es un arbusto aromatico lefioso con hojas perennes fragantes en forma
de aguja. Crece hacia arriba y puede extenderse hasta una altura de 2 m. Las hojas son de 2-
4 cm de largo y 2-5 mm. ancho, verde arriba y blanco abajo con pelos lanudos cortos y
densos. Las diferentes variaciones de la planta pueden dar lugar a el crecimiento de ramas y

flores de diferentes colores (blancas, rosadas, moradas o azules).

Para la identificacion de la planta se consultd el herbario de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), y se verifico que la planta correspondiera a (IBUNAM:
MEXU:26365).

7.3.  Extraccion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis.

El romero fue lavado y secado a temperatura ambiente cambiandola de posicion diariamente,
para evitar formacion de hongos, debido a su alto contenido de humedad. Se utilizo la parte
aérea para la extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor a través de una alambique

de cobre.

Se determino el rendimiento del AER mediante la siguiente ecuacion expresion (Quert

Alvarez, 2001)

M1

P= * 100
M2

donde:

M1: masa final de aceite esencial.
M2: masa inicial de follaje
100 = factor matematico.

7.4.  Prueba de esterilidad del aceite de romero.

En una caja petri estéril con Agar Miiller Hilton (BD Bioxon, Heidelberg, Germany), se
agregaron 5 pL de aceite esencial de romero (AER) y se incubo durante 24 horas a 37° C,
trascurridas las 24 horas se verifico la presencia o ausencia de crecimiento, este

procedimiento se realizaron cuatro repeticiones. En caso de existir crecimiento de
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microorganismos en la zona de inoculacion, se realizd una esterilizacion de la muestra

mediante dos filtros de membrana, uno de 33 mm y el otro de 0.22um (Millex-GV).

7.5. Material bioldgico

Para determinar la actividad antibacteriana se utilizaron las cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus de la coleccidon Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y las cepas
multiresistentes a antimicrobianos, aisladas de casos clinicos Enterococcus faecalis,
Enterococcus  faecium',  Enterococcus faecium?® ~ Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas aeruginosa', Pseudomonas aeruginosa®, Serratia liquefaciens y Escherichia
coli, pertenecientes al laboratorio de bacteriologia del Area Académica de Medicina
Veterinaria y Zootecnia del Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp), de la Universidad

Auténoma del Estado de Hidalgo. Las cepas se mantuvieron en crioconservacion a -80°C

hasta su uso.
7.6.  Reactivacion de las cepas bacterianas

Las cepas fueron reactivadas de la crioconservacion en agar Miiller-Hinton (BD Bioxon,
Heidelberg, Germany), por medio de la técnica de estria simple, se incubaron durante 24
horas a 37 ° C, posteriormente se le realizo tinciéon de Gram a cada una de las cepas para

corroborar su morfologia y pureza.

7.7.  Preparacion del inoculo

Una vez confirmada la pureza de cada bacteria, se inoculd una colonia de cada cepa en caldo
nutritivo (BD Bioxon, Heidelberg, Germany), el cual fue incubado en agitacion constante
(70rpm) durante 24 horas a 37° C. Trascurrido el tiempo de incubacion, el indculo, se ajustd
con caldo nutritivo al 0.5 del patrén de turbidez de McFarland (Remel, R20421, Lenexa, KS,
USA), el cual corresponde a 150 x 10° cel/mL.

7.8. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se determind por medio de la técnica de difusion en disco, la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) y la

relacion de estas, de acuerdo con lo establecido por el CLSI (2012) y a lo publicado por el
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Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, 2012) Rangel-Lopez y colaboradores
(Rangel-Lopez et al., 2020) y Zaragoza-Bastida y colaboradores (Zaragoza-Bastida, 2020)

7.8.1. Meétodo de difusion en disco

La prueba de difusion en disco se realizd con las cepas ATCC de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Se agregaron 100 pL de una solucion bacteriana previamente
ajustada al 0.5 del patron de turbidez McFarland (Remel, R20421, Lenexa, KS, USA) de
cada una de las cepas bacterianas, procurando distribuir de manera uniforme la muestra y se
colocaron discos de papel filtro impregnados con aceite esencial de romero al 100%.
Posteriormente las cajas fueron incubadas de 37 °C por 24 horas.

Trascurrido el tiempo se midieron los halos de inhibicion (CLSI, 2012). La sensibilidad se
clasifico segiin Imame y colaboradores (Imane et al., 2022) en funcion del didmetro de la
siguiente manera: 8§ mm - no sensible, 9-14 mm - sensible, 15-19 mm - muy sensible y mas

de 20 mm - extremadamente sensible.

7.8.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria se utilizd el método de
microdilucion en placa. Para el AER las concentraciones evaluadas fueron, 20, 10, 5, 2.5,

1.25,0.62,0.31, 0.15, 0.07 mg/mL, como control negativo se utilizé caldo nutritivo estéril.

Como control positivo se utilizdo Kanamicina (AppliChem 4K10421) a concentraciones de
128, 64,32, 16,8,4,2,1,0.5,0.25 y 0.12 pg/mL, cada uno de los tratamientos fue evaluado
por triplicado en una placa de 96 pozos, para lo cual se colocaron 100 pL de cada una de las
concentraciones a evaluar mas 10 pL bacteriana previamente ajustada a 0.5 de McFarland.

Una vez que la placa fue inoculada, se incubo a 37° C por 24 horas en agitacion constante
(70 rpm).

Para determinar la CMI usaron de sales de p-iodonitrotetrazolium (Sigma-Aldrich 18377).
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron 20 pL de una solucion al 0.04%
(w/v) de p-iodonitrotetrazolium en cada pozo, la placa se incubd por 30 minutos a la
temperatura correspondiente segin la bacteria evaluada y se realizo la lectura,

determinandose como CMI aquella concentracion a la cual la solucion vird a rosa.
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7.8.3. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Para determinar la CMB, previa adicion del p-iodonitrotetrazolium, se inocularon Syl de
cada pozo en agar Mueller Hinton (DIBICO ®), posteriormente la caja petri se incubo a 37
°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizo la lectura y se determind
como CMB aquella concentracion a la cual no se observo crecimiento bacteriano en la caja

petri. (Olmedo-Juarez, 2019).

7.8.4. Efecto Bactericida y Bacteriostatico

Para determinar el efecto bactericida o bacteriostatico del EHLt, EHCc, EHSb, y las
fracciones acuosa y acetato de etilo de cada extracto, se calculd la relacion entre la
CMB/CMI, considerando que todo valor menor o igual a 4 indica un efecto bactericida y que

valores mayores a 4 son indicativos de un efecto bacteriostatico (Djihane, B et a/,2020)

7.9. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana fueron normalizados (logl0) y
analizados mediante un disefio completamente al azar a través de ANOVA. Las diferencias
entre las medias se evaluaron mediante un andlisis estadistico de comparacion por Tukey con

un nivel de significancia del 95% (0=0.05), usando el programa MINITAB version 18.
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8. RESULTADOS

&.1. Rendimiento del aceite esencial de romero.

Fl rendimiento del aceite esencial de romero fue de 1.82% de la muestra.

8.2.  Actividad antibacteriana

8.2.1. Meétodo de difusion en disco.

Los resultado de la actividad antibacteriana del AER por el método de difusion en disco
contra las cepas indicadoras de E. coli y S. aureus indican que las bacterias antes
mencionadas son sensibles a la accion antibacteriana del AER, sin diferencias estadisticas
significativas (P=0.253). Especificamente para E. coli, se determind un halo de inhibicién
promedio de 11.5 mm con un intervalo de confianza (IC) del 95% de (8.76, 14.23),
clasificdndose como sensible. Por otro lado, para S. aureus, se registré un halo de inhibicion
promedio de 13.5 mm con un IC del 95% de (10.76, 16.24), igualmente interpretado como

sensible, la informacion se detalla en el cuadro 1.

Tabla 1. Resultados de los halos de inhibicion (mm) del AER de contra bacterias asociadas

con mastitis.

Halos de inhibicién
Cepaevaluada N IC de 95% Interpretacion
mm=+ Desv.Est.

E. coli?3?18 4 11.5%1 (8.76, 14.23) Sensible
s.auerus®3® 4 13.5£3 (10.76, 16.24) Sensible
P-valor 0.253

Desv.Est=Desviacion estandar de la media, IC Intervalo de confianza del 95
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8.2.2. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida

Los resultados muestran variabilidad en la sensibilidad de las cepas frente AER,

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium® presentaron valores de CMI 'y CMB similares

(2.5 y 5 mg/mL, respectivamente), con una relacion CMB/CMI de 1.0, lo que sugiere un

efecto bactericida directo. En contraste, E. faecium' y Stenotrophomonas maltophilia
exhibieron CMI de 0.15 mg/mL y MBC de 0.62 mg/mL, resultando en una relacion MBC/
CMI de 4.1, indicando un efecto bacteriostatico (Cuadro 2).

Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa (cepas 1 y 2) mostrd valores elevados de CMI y

CMB (10 mg/mL), con una relacién de 1.0, mientras que Serratia liquefaciens presento la

mayor relacion CMB / CMI (8.9), sugiriendo una menor eficacia bactericida. Escherichia

coli evidencié una CMI de 1.25 mg/mL y una CMB de 5 mg/mL, con una relacion de 4.0. La

prueba estadistica reveld diferencias significativas entre los valores obtenidos para las

distintas cepas (P = 0.00001) (Cuadro 2).

Tabla 2. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del AER

contra bacterias asociadas con mastitis (mg/mL).

AER (mg/mL) Kanamicina (png/mL)

Cepas evaluadas

CMI CMB CMB/CMI CMI CMB
E. coli®>?18 0.62° 0.62? 1 2 2
s.auerus®3’ 2.5¢ 50° 1 2 4
E. faecalis 2.5¢ 2.5b 1.0 16 32
E. faecium! 0.15° 0.62% 4.1 1 8
E. faecium? 5¢ 5.0¢ 1.0 8 32
S. maltophilia 0.15° 0.62? 4.1 16 32
P. aeruginosa' 10° 104 1.0 32 64
P. aeruginosa® 10° 10¢ 1.0 32 128
S. liquefaciens 0.07¢ 0.62% 8.9 1 2
Valor de P 0.00001 0.00001
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9. DISCUSION.

La evaluacion de la actividad antibacteriana del AER mediante el método de difusion en
disco, la CMI y CMB permiti6 determinar su efectividad frente a diversas cepas bacterianas.
Los resultados del método de difusion en disco evidenciaron que E. coli y S. aureus fueron
sensibles al AER, con halos de inhibicién promedio de 11.5 mm y 13.5 mm, respectivamente,

sin diferencias estadisticas significativas entre ellas (P = 0.253).

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han demostrado la eficacia del
AER contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Cueva et al., 2010). Estos resultados
sugieren que el AER posee un potencial antibacteriano similar contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas, lo que podria estar relacionado con la presencia de metabolitos

secundarios activos de amplio espectro dentro del AER (Andrews, 2001; Tian et al., 2020).

Al respecto existen reportes de que el AER presenta actividad antibacteriana atribuida a la
presencia de diversos metabolitos secundarios, principalmente compuestos fenolicos y
terpenoides. Entre los més relevantes se encuentran el 1,8-cineol, el alcanfor, el a-pineno y
el borneol, los cuales han demostrado efectos inhibitorios contra diversas bacterias patogenas
mediante la alteracion de la permeabilidad de la membrana celular y la interrupcion de

procesos metabolicos esenciales (Bozin, 2007; Numpaque, 2011).

Ademas, el acido rosmarinico y los flavonoides generan estrés oxidativo en las células
bacterianas, lo que contribuye a la inactivacion de sus funciones vitales (Nieto et al., 2021).
En cuanto a la determinacion de la CMI y la CMI, se observo una variabilidad en la
sensibilidad de las cepas evaluadas. Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium?

presentaron valores idénticos de CMI y CMB (2.5 y 5 mg/mL, respectivamente), con una

relacion CMB/CMI de 1.0, lo que indica un efecto bactericida directo.

Por otro lado, Enterococcus faecium'y Stenotrophomonas maltophilia mostraron valores de
CMI de 0.15 mg/mL y CMB de 0.62 mg/mL, resultando en una relacion CMB/CMI de 4.1,
lo que sugiere un efecto bacteriostatico. Estos hallazgos sugieren que la accion del AER varia

dependiendo de la cepa, probablemente debido a diferencias en la estructura de la pared
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celular o en los mecanismos de resistencia bacteriana ya que son cepas aisladas de casos

clinicos con diferentes perfiles de resistencia (Wiegand, 2008).

En el caso de Pseudomonas aeruginosa (cepas 1y 2), los valores de CMI y CMB fueron
elevados (10 mg/mL), con una relacion CMB/CMI de 1.0, indicando un efecto bactericida.
Sin embargo, estos valores sugieren una menor sensibilidad al AER en comparacion con
otras bacterias evaluadas. Por otra parte (Murbach Teles Andrade, 2013) nos revela en su
estudio que el aceite esencial de Syzygium aromaticum fue eficaz contra P. aeruginosa con

una MIC de 8,29 mg/ mL.

Lo que nos da un panorama en esta bacteria y la posibilidad del tratamiento para ella a través
de los aceites esenciales. Por su parte, Serratia liquefaciens presentd la mayor relacion
CMB/CMI (8.9), lo que sugiere una menor eficacia bactericida del extracto frente a esta cepa
en particular. Escherichia coli mostré una CMI de 1.25 mg/mL y una CMB de 5 mg/mL, con
una relacion CMB/CMI de 4.0, lo que indica un efecto bacteriostatico (CLSI, 2021)

Es importante destacar que, aunque las bacterias Gram negativas suelen ser mas resistentes
a los aceites esenciales debido a la estructura de su pared celular, el AER ha demostrado
eficacia contra cepas como E. coli, lo que coincide con los resultados obtenidos en el estudio
de Arayay colaboradores en 2015 (Araya et al., 2015) al igual que los resultados obtenidos
de Murbach Teles Andrade y colaboradores en 2013 (Murbach Teles Andrade, 2013).

Los resultados fueron estadisticamente significativos (P = 0.00001), lo que confirma
diferencias entre las cepas evaluadas y su respuesta al AER. Al comparar estos valores con
los obtenidos para kanamicina, se observa que algunas cepas mostraron una mayor
sensibilidad al antibidtico convencional en comparaciéon con el AER, aunque en algunos
casos, como E. faecium'y S. liquefaciens, los valores de CMI fueron similares para ambos

agentes.

Estos resultados refuerzan la importancia de continuar evaluando extractos naturales como
posibles alternativas terapéuticas frente a patogenos resistentes a los antimicrobianos
convencionales (Lopez-Rojas et al., 2013). Finalmente, Cueva et al. (2010) reportaron que el
AER exhibio actividad bactericida contra S. aureus con una CMI de 1024 ppm, mientras que

para E. coli la CMI fue de 1024 ppm, indicando una notable actividad antibacteriana del AER
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contra estas cepas, aun y cuando la metodologia que usaron los autores antes mencionados
coincide en con la actividad antibacteriana contra las cepas de E. coli y S. aureus. Aunado a
lo anterior, existen reportes que han mostrado que el AER presenta actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram negativas como Salmonella typhimurium y Shigella sonnei, con CMI

de 1024 ppm, lo que sugiere un amplio espectro de accion del AER (Cueva et al., 2010).
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10.CONCLUSION.

El aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) presentd actividad antibacteriana contra
las cepas evaluadas, con variaciones en sus concentracion inhibitoria y bactericida, por lo
que el aceite esencial de romero podria representar una alternativa natural efectiva contra
bacterias asociadas a mastitis resistentes a antimicrobianos convencionales, sin embargo, se
requiere de estudios adicionales que identifique el o los metabolito que le confiere la

actividad antibacteriana y que garanticen su evaluacion en modelos in vivo.
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