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Resumen 

Las bacterias causantes de mastitis bovina representan un riesgo para la salud humana, debido 

a los altos niveles de resistencia antimicrobiana. Este estudio evaluó el efecto antimicrobiano 

de Eucalyptus globulus en bacterias aisladas de vacas con mastitis. Se utilizaron 8 cepas de 

bacterias Gram Positivas (4 Staphylococcus aureus y 4 Staphylococcus coagulasa negativa y 8 

cepas Gram negativas (4 Klebsiella spp. y 4 Escherichia coli) que fueron enfrentadas al extracto 

hidroalcohólico Eucalyptus globulus, determinando la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

y los diámetros de inhibición mediante el método de difusión en agar Müeller Hinton. La CMI en 

bacterias Gram positivas fue de 48.82 µg/mL, mientras que en bacterias Gram negativas fue de 

97.65 µg/mL. Para la concentración de 200 mg/mL se obtuvo un diámetro de 21.62 mm 

(DE=5.01) para bacterias Gram positivas y de 9.6 mm (DE=3.50) para bacterias Gram negativas 

(p=0.0001). En 50 mg/mL de extracto se encontró un diámetro promedio de 13.75 mm (DE=4,70) 

en Gram Positivas, mientras que, en Gram negativas no se obtuvo inhibición (p˂0.0001). Los 

resultados demuestran que el extracto hidroalcohólico de Eucalipto globulus presenta un buen 

efecto antimicrobiano frente a bacterias aisladas de mastitis bovina, observándose un mayor 

efecto en bacterias del género Staphylococcus. 

Palabras claves: mastitis bovina, Staphylococcus, Eucalyptus globulus, resistencia a antibióticos, 

antibióticos 

Abstract 

Bacteria that cause bovine mastitis can represent a risk to human health, due to high levels of 

antimicrobial resistance. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial effect of 

Eucalyptus globulus in isolated bacteria from cows with mastitis. Eight strains of Gram-positive 

bacteria (4 Staphylococcus aureus and 4 coagulase negative Staphylococcus) and eight Gram 

negative strains (4 Klebsiella spp. and 4 Escherichia coli) were used which challenged to 

Eucalyptus globulus hydroalcoholic extract, determining the Minimum Inhibitory Concentration 

(MIC) and the inhibition diameters using the Müeller Hinton diffusion method. The CMI in Gram 

positive bacteria was 48.82 µg/mL, whereas in Gram negative bacteria it was 97.65 µg/mL. For 

a concentration of 200 mg/mL a diameter of 21.62 mm (SD = 5.01) was obtained for Gram 

positive bacteria and 9.6 mm (SD = 3.50) for Gram negative bacteria (p=0.0001). In 50 mg/mL of 

extract it was found 13.75 mm (SD = 4.70) in Gram Positives, which, in Gram Negatives, did not 

obtain inhibition (p˂0.0001). The results show that the hydroalcoholic extract of Eucalyptus 

globulus has a good antimicrobial effect against bacteria isolated from bovine mastitis, with a 

greater effect being observed in bacteria of the Staphylococcus genus. 

Keywords: bovine mastitis, Staphylococcus, Eucalyptus globulus, drug resistance, microbial, 

antibiotics 
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Introducción 

La mastitis bovina es la inflamación de la glándula 

mamaria que puede ser ocasionada por factores físicos, 

químicos, mecánicos o infecciosos. El 80% de los casos de 

mastitis bovina son ocasionados con la entrada de 

microorganismos patógenos específicos a través de los 

pezones y tejidos mamarios (1). La mastitis puede ser 

causada por una variedad de patógenos bacterianos, 

más comúnmente estafilococos coagulasa positiva y 

negativa, especies de estreptococos y bacterias Gram 

negativas, incluida Escherichia coli (2). El tratamiento de la 

mastitis con antibióticos ocasiona altos costos y promueve 

la aparición de cepas bacterianas resistentes a los 

antibióticos disponibles en el mercado, además, su uso 

exige un periodo de retiro que incrementa los costos de 

producción (3). 

En Nicaragua como en la mayor parte de los países, se 

ha encontrado que las bacterias del género de 

Staphylococcus son las más frecuentes en la mastitis 

bovina (4,5), estas bacterias poseen diferentes mecanismos 

de resistencia antimicrobiana y uno de los de mayor 

distribución es la resistencia a los β-lactámicos que se 

debe a la presencia del gen mecA, en un grupo de 

estafilococos que se les conoce como Staphylococcus 

meticilino-resistentes (SMR), su importancia radica en que 

el gen mecA codifica una proteína de unión a la 

penicilina 2a (PBP2a) de baja afinidad por la penicilina y 

es un gen móvil, por lo tanto puede transmitirse 

horizontalmente entre poblaciones de Staphylococcus 

spp (6). En la mastitis clínica, E. coli y Klebsiella pneumoniae 

son patógenos que comúnmente se asocian con una 

mala higiene (7). Se sabe las betalactamasas de espectro 

extendido (BLEE), son el principal mecanismo de 

resistencia dentro de las enterobacterias (8,9), y se 

considera que los animales de granja son un reservorio 

potencial de E. coli productora de BLEE, por lo tanto, se ha 

considerado que la propagación de tales bacterias 

resistentes puede ocurrir a través de la cadena 

alimentaria (10). 

El impacto de esta enfermedad en la calidad de la 

leche y el riesgo para la salud humana ha aumentado el 

interés por conocer los agentes implicados y sus niveles de 

resistencia frente a tratamientos comúnmente utilizados 
(11), remarcando la necesidad de buscar nuevas 

alternativas terapéuticas que sean eficaces, de bajo 

costo y de fácil aplicación para el tratamiento (12). 

Desde tiempos ancestrales, las plantas han sido fuente 

indispensable de la medicina tradicional para la 

ganadería, en particular de las zonas rurales de países en 

desarrollo (13), y se ha documentado el uso de extractos 

naturales con potencial antimicrobiano, estos, han sido 

sugeridos tanto para el tratamiento de mastitis como para 

la desinfección de las ubres. Se ha evaluado la actividad 

antibacteriana de ciertas especies vegetales como: 

Anacardium occidentale L. Lippia graveolens, Piper 

jacquem ontienum y Psidium guajava, propoleos y 

especies de eucalipto en microorganismos causantes de 

mastitis en vacas lecheras (14,15). El objetivo de este estudio 

fue evaluar la capacidad antimicrobiana de Eucalyptus 

globulus Labill (Eucalyptus globulus L). en bacterias 

aisladas de vacas con mastitis. 

Métodos 

Tipo y diseño de la investigación: Se aplicó un diseño 

experimental 

Población y muestra: Se utilizaron 16 cepas 

bacterianas aisladas de vacas con mastitis en el 

Occidente de Nicaragua, 4 Staphylococcus aureus, 4 

Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), 4 Klebsiella 

spp. y 4 Escherichia coli. Las bacterias forman parte del 

cepario del Laboratorio de Microbiología Veterinaria del 

Centro Veterinario de Diagnóstico e Investigación 

(CEVEDI), Escuela de Ciencias Agrarias y Veterinarias 

(ECAV), Universidad Nacional Autónoma de Nicaragua, 

León (UNAN-León), estas se habían almacenado en caldo 

Infusión Cerebro Corazón (ICC) con 10% de glicerol a una 

temperatura de -20° C. Para su reactivación se inocularon 

50 µl de cada cepa en 1 mL de ICC, incubadas a 37° C 

por 24 h, posteriormente las bacterias Gram positivas 

fueron inoculadas en Agar Sangre de Carnero al 5% 

(ASC), mientras que las Gram negativas fueron inoculadas 

en McConkey (MC), incubando las placas de agar a 37° 

C por 24 h. 

Criterios de inclusión: Las cepas fueron seleccionadas 

por presentar resistencia a Amoxicilina más ácido 

clavulánico (AMC) y Cefalexina (CL). Se verificó el 

crecimiento puro de las bacterias y se procedió a realizar 

nuevamente su identificación mediante API 20E 

(Biomériux®, España) para las bacterias Gram negativas, 

mientras que para Staphylococcus se empleó la tinción 

de Gram, las pruebas de Catalasa, Coagulasa y DNasa. 

Criterios de exclusión: Las cepas con sensibilidad a 

AMC y CL, además se excluyeron los crecimientos 

bacterianos contaminados y las que no presentaron un 

perfil bioquímico definido en el API 20E (bioMérieux®, 

España). 

Metodología: 

Preparación del extracto hidroalcohólico: Se utilizó la 

metodología descrita por Alvarado-Aguilar en 2019 (16). La 

materia vegetal fue limpiada manualmente con agua 

destilada para la liberación de sustancias extrañas, 

posteriormente se secaron a temperatura ambiente bajo 

sombra por un periodo de 7 días, fueron trituradas hasta 

obtener un polvo fino de masa seca. Se maceraron 20 g 

de masa en 100 mL de etanol al 80% v-v y se dejó en 

reposo durante 7 días a temperatura ambiente sin taparlo 

para facilitar la evaporación total del alcohol, 

posteriormente se centrifugó a 3000 g por 5 minutos para 

obtener el sobrenadante libre de residuos, que fue 

transferido a un frasco y almacenado en refrigeración, 

protegiéndolo de la luz, hasta su utilización. 

Preparación de sensidiscos: Se utilizó papel Whatman 

N°01, del cual, se obtuvieron discos de 5 mm de diámetro, 

que fueron colocados dentro de viales para ser 

esterilizados en autoclave (120 ℃ y 27 psi, por 15 minutos), 
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se dejó secar en horno a 60°C por 24 horas, 

posteriormente, los discos se embebieron con 10 µl en las 

diferentes concentraciones (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.75 

mg/mL) del extracto hidroalcohólico de Eucaliptus 

globulus L. "eucalipto" y se dejó en reposo por 5 minutos, 

se colocaron en una placa Petri estéril para permitir su 

secado por 10 minutos y luego se realizó la prueba de 

sensibilidad. 

Método de difusión en agar: En placas con agar Müller 

Hinton se procedió a sembrar superficialmente los inóculos 

bacterianos a partir de las colonias aisladas 

anteriormente, se prepararon suspensiones bacterianas 

estandarizadas mediante el espectrofotometría a 620 nm 

con una turbidez de 0,5 Mc Farland, para obtener una 

concentración equivalente a 1.5 x 108 UFC/mL, se 

inocularon con un hisopo embebido en la suspensión, 

utilizando un estriado múltiple, cubriendo toda la placa de 

un borde al otro, se giró la placa 60º para repetir el 

procedimiento, luego se giró nuevamente la placa 60º por 

tercera vez para garantizar una distribución 

homogéneamente (17), la placa con el agar ya sembrado 

se dejó secar por un periodo de 5 minutos y 

posteriormente se colocaron los discos impregnados del 

extracto hidroalcohólico de eucalipto colocados a una 

distancia de 15-20mm, a favor de las manecillas del reloj y 

de mayor a menor concentración. También se colocó un 

disco control embebido en etanol a 80% (se dejó 

previamente durante 7 días a temperatura ambiente 

para facilitar la evaporación total) en el centro de la 

placa. Posteriormente, las placas se llevaron a incubación 

a 37º C/24horas. Transcurrido el tiempo se midieron las 

zonas de inhibición (mm), registrando la medida de los 

diámetros para cada una de las cepas (Figura 1). 

Figura 1. Se observan las zonas de inhibición para el crecimiento 

de Staphylococcus aureus mediante el método de difusión en 

agar Müeller Hinton para las concentraciones de E. globulus, 1 

(200 mg/mL), 2 (100 mg/mL), 3 (50 mg/mL), 4 (25 mg/mL), 5 (12.5 

mg/mL), 6 (6.75 mg/mL) y 7 (control). 

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

(CMI): Se utilizó el método de microdilución en caldo para 

determinar la CMI del extracto hidroalcohólico de 

Eucaliptus globulus L, como se describió anteriormente (18). 

Se colocó un volumen de 50 µl de solución salina estéril en 

todos los pozos, excepto en el de la primera columna. Se 

colocó un volumen de 100 µl del extracto (200 mg/mL) 

preparado previamente en el primer pocillo, después se 

transfirieron 50 µl del “pozo uno” al “pozo dos”, y se repitió 

una transferencia de 50 µl desde el “pozo dos”. al "pozo 

tres", y sucesivamente hasta el "pozo diez". A 

continuación, se añadieron 50 µl de ICC 2x (Oxoid®; 

Basingstoke, Reino Unido) a todos los pocillos. Finalmente, 

se colocaron 10 µl de suspensión bacteriana 

estandarizadas mediante espectrofotometría a 620 nm, 

en una escala de turbidez de 0,5 McFarland (5 x 108 UFC / 

mL) en todos los pocillos (de uno a once). El Pocillo 11 fue 

el control positivo (crecimiento) y el pocillo 12 fue el 

control negativo (esterilidad). Después de 24 h de 

incubación a 37° C, todos los pocillos se inspeccionaron 

visualmente para detectar la presencia de turbidez 

debido al crecimiento bacteriano. La CMI se determinó 

como la concentración más baja del extracto que inhibió 

el crecimiento visible de bacterias. 

Recolección de la información: La información fue 

registrada en una ficha de recolección de datos, 

conteniendo la especie de cada cepa, su perfil de 

resistencia y la procedencia, además se registraron los 

resultados de la CMI y los diámetros de inhibición en el 

método de difusión en agar. 

Análisis estadístico: Como estadísticos descriptivos se 

utilizó la media de los diámetros en las zonas de inhibición 

con sus respectivas desviaciones estándar, para 

comparar los diámetros de inhibición entre bacterias 

Gram positivas y Gram negativas se aplicó la prueba T de 

Students. 

Aspectos Bioéticos: La especie vegetal utilizada fue 

Eucaliptus globulus, que no se considera como protegida. 

Se cumplió con lo establecido en la Norma Técnica 

Obligatoria Nicaragüense (NTON 18 001 – 12), “Manejo 

Sostenible de los Bosques Naturales Latifoliados y de 

Coníferas”. Se conservó la confidencialidad de las fincas 

de donde se obtuvieron las cepas y se realizó la firma del 

consentimiento informado por los propietarios de las 

vacas. El estudio fue presentado y aprobado por el 

comité de investigación de la Escuela de Ciencias 

Agrarias y Veterinarias (ECAV) de la Universidad Nacional 

Autónoma de Nicaragua, León (UNAN-León). 

Resultados 

La CMI en bacterias Gram positivas fue de 48.82 

µg/mL, mientras que en bacterias Gram negativas fue de 

97.65 µg/mL. 

Para la concentración de 200 mg/mL del extracto, se 

obtuvo un diámetro de inhibición de 21.62 mm (DE=5.01) 

para bacterias Gram positivas y de solo 9.60 mm 

(DE=3.50) para bacterias Gram negativas, revelando 
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diferencias significativas (p=0.0001) según la prueba T de 

Student para muestras independientes. Para la 

concentración de 100 mg/mL del extracto se observó un 

diámetro 18.00 mm (DE=3.80) en bacterias Gram 

positivas, un valor significativamente mayor (p˂0.0001) 

respecto a los 7.80 mm (DE=2.44) obtenido como 

promedio en bacterias Gram negativas. En 50 mg/mL de 

extracto se encontró 13.75 mm (DE=4,70) en Gram 

positivas, mientras que, en Gram negativas no se obtuvo 

inhibición (p˂0.0001); para la concentración 25 mg/mL 

del extracto se obtuvo un diámetro de inhibición 

promedio de 7.31 mm (DE=1.15), mientras que en 

bacterias Gram negativas no se observó inhibición (Figura 

2). En la comparación del efecto antimicrobiano entre S. 

aureus y otras especies de Staphylococcus, se obtuvo un 

resultado similar, con un promedio de 20.75 mm para S. 

aureus y de 22.50 mm para SCN, para la concentración 

de 200 mg/mL del extracto de Eucalipto globulus. La 

comparación entre bacterias Gram negativas mostró un 

promedio del diámetro de 10.00 mm para Klebsiella spp. 

y de 9.00 mm para Escherichia coli (p˂0.05), en una 

concentración de 200 mg/mL. 

Figura 2. Diámetros de inhibición en el método de difusión para bacterias Gram positivas y Gram negativas en diferentes 

concentraciones de E. globulus 

 

El análisis de regresión lineal simple entre la 

concentración del extracto y el diámetro de inhibición 

reflejó un R2=0.779. 

Discusión 

En este trabajo se obtuvo una CMI de 48.82 µg/mL del 

extracto de E. globulus en bacterias Gram positivas y de 

97.72 µg/mL para bacterias Gram negativas, resultados 

más bajo en comparación a los encontrados en otro 

estudio en el que se obtuvieron valores de CMI en el rango 

de 15.75 a 36.33 mg/mL (15,75 x 103 a 36,33 x103µg/mL) (19), 

contra las bacterias Gram negativas y positivas al 

enfrentarlas con aceites esenciales de E. globulus. Sin 

embargo, fue más elevada que el rango de 8–16 µg/mL 

encontrada por otro estudio al enfrentar cepas de 

estafilococos con el extracto etanólico de Rhodomyrtus 

tomentosa (19). Es importante obtener valores bajos en la 

CMI ya que esto implica el uso de cantidades pequeñas 

para el tratamiento in vivo y reduce los efectos 

secundarios, como la citotoxicidad, como es reflejado por 

otros investigadores quienes encontraron que el extracto 

de E. globulus a una concentración de 195 µg/Ml presentó 

un porcentaje de células viables del 63,9%, un valor cerca 

del límite para ser considerado no citotóxico (70%) según 

ISO 10993-5: 2006 (20). 

La comparación de la capacidad antimicrobiana del 

extracto entre bacterias Gram positivas y Gram negativas 

mostró diferencias significativas en todas las 

concentraciones. Estos hallazgos son similares a los 

encontrados en otros estudios en los que se observó que 

las bacterias Gram positivas eran más susceptibles que las 

bacterias Gram negativas frente a los extractos 

hidroalcohólicos (21); sin embargo, algunos investigadores 

difirieren de estos resultados al observar similitud en los 

diámetros de inhibición para ambos grupos bacterianos 
(22). Las diferencias encontradas en este trabajo se 

pueden entender, ya que las bacterias Gram positivas 

poseen una capa de peptidoglucano que permite una 

mejor absorción de la solución hidroalcohólica, mientras 

que las bacterias Gram negativas poseen en la parte 

externa de su pared una membrana lipídica la cual es 

hidrofóbica, eso dificulta el mecanismo de absorción del 

extracto hidroalcohólico de E. globulus (21,23). 

La comparación de las zonas de inhibición entre S. 

aureus y SCN, no mostró diferencias significativas, 
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sugiriendo que el extracto es igualmente efectivo para las 

diferentes especies del género Staphylococcus, esto sería 

una ventaja respecto a lo reportado para antibióticos 

usados en ambos grupos de bacterias, los que refieren 

encontrar mayor resistencia a Levofloxacina, Eritromicina, 

Gentamicina, Trimetoprim/sulfametoxazol en especies de 

Staphylococcus diferentes de S. aureus (24), sin embargo, 

los hallazgos de este estudio coinciden con otro  que 

describe similar susceptibilidad frente a E. globulus entre 

las diferentes especies de Staphylococcus, incluyendo 

cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) , 

aislados de mastitis bovina (19). La resistencia de las cepas 

MRSA se debe principalmente por la expresión del gen 

mecA, localizado en un elemento genético móvil, el 

casete estafilocócico cromosoma mec (SCCmec), que 

codifica una proteína de unión a penicilina alterada 

(PBP2a) con una baja afinidad a los β-lactámicos, 

contribuyendo a que S. aureus sobreviva al tratamiento 

con antibióticos β-lactámicos (25). Por tanto, los resultados 

obtenidos con el extracto de P. tuberculatum representan 

un hallazgo importante ya que demuestra que el uso de 

tratamientos naturales como E. globulus puede ser 

empleado en diferentes especies de bacterias Gram 

positivas. 

Otros investigadores han descrito que el uso de E. 

globulus solo parece ejercer un efecto bacteriostático 

contra S. aureus hasta las 8 h de incubación, pero también 

han documentado que el uso del extracto de Eucalipto 

tiene un efecto sinérgico cuando es aplicado con 

Penicilina G, lo que podría permitir una mayor eficacia a 

dosis más bajas, reduciendo el desarrollo de especies 

resistentes o previniendo la aparición de efectos 

secundarios (20). Otros investigadores han descrito que el 

ácido gálico, un compuesto presente en E. globulus, es 

capaz de inhibir la PBP2a (26), que les confiere a las 

bacterias una resistencia al grupo β-lactámico (6), por lo 

tanto, es posible que este inhibidor de PBP2a sea el 

mecanismo responsable de la sinergia observada entre E. 

globulus y la Penicilina G (20). 

Este trabajo representa el primer paso para la 

aplicación del extracto de E. globulus en el tratamiento 

de mastitis bovina, ya que aún se requieren de pruebas 

adicionales in vitro con una mayor colección de cepas 

que sean representativas de la población en las que se 

pretende utilizar el producto y con una caracterización 

molecular de la resistencia antimicrobiana, además 

requiere de pruebas de toxicidad para evaluar los efectos 

secundarios sobre el tejido de las glándulas mamarias. Sin 

embargo, los resultados de este estudio demuestran la 

consistencia en el efecto antimicrobiano del extracto 

hidroalcohólico de E. globulus (16,20,27), principalmente en 

bacterias Gram positivas (16), ya que se observó mayor 

diámetro de los halos inhibición en Staphylococcus aureus 

que en E. coli y Klebsiella spp. 
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