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RESUMEN

La mastitis bovina es considerada como una de las enfermedades de mayor impacto
negativo en la industria lechera a nivel mundial, ya que es considera como la
principal encargada de diseminar bacterias multiresistentes. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la efectividad antimicrobiana del aceite esencial
del arbol de té (Melaleuca alternifolia) frente tres géneros bacterianos aisladas de
mastitis bovina. Metodoldgicamente se obtuvo el aceite esencial mediante
destilacion por arrastre de vapor, la actividad antimicrobiana se evalué por el
método de difusion de disco del aceite esencial a las concentraciones del 75%, 50%,
30%, 20% y 10%, frente a Escherichia coli, Klebsiella spp., y Staphylococcus
aureus, los cuales fueron aislados e identificados de investigaciones previamente
realizadas, adicionalmente se realizé la identificacion de compuestos volatiles
mediante cromatografia de gases y espectrometria de masa (GC-MS), utilizando un
columna HP5-MS. Como resultado se obtuvo que de un promedio de 154 g de hojas
se destilo 3.28 mL de aceite esencial, con un rendimiento del 2.12%, es decir que
por cada 100 g de hoja del arbol de té se obtendra 2.12 mL de aceite esencial, dentro
del estudio del antibiograma existio diferencias estadisticas altamente significativas
(p<0.05) en la medidas de los halos de inhibicion en las concentraciones planteadas,
mientras que a nivel de repeticiones no se evidencio diferencias significativas, es
decir que los 10 aislados en estudio se comportaron de una manera similar,
adicionalmente para inhibir en su totalidad a la poblacién bacteriana de Escherichia
coli, Klebsiella spp., y Staphylococcus aureus en estudio se requiri6 una
concentracion del aceite esencial del arbol de té al 50%, 20% y 10%
respectivamente. Cromotagraficamente se evidencio que el L-terpinen-4-ol era el
compuesto predominante con un area del 34.02% en relacion con los otros
compuestos volatiles, a dicho componente se le tribuye la actividad antimicrobiana.
Concluyendo que es necesario una concentracion minima del 50% del aceite
esencial del arbol de té para inhibir en su totalidad a las bacterias causante de

mastitis bovina.

Palabras Claves: Mastitis, Destilacion, Antibiograma, Compuestos Volatiles.



SUMMARY

Bovine mastitis is one of the diseases with the greatest negative impact on the dairy
industry worldwide since it is considered to be the main cause of the spread of
multiresistant bacteria. The objective of this research was to evaluate the
antimicrobial effectiveness of tea tree essential oil (Melaleuca alternifolia) against
three bacterial generaisolated from bovine mastitis. Methodologically, the essential
oil was obtained by steam distillation, the antimicrobial activity was evaluated by
the disc diffusion method of the essential oil at concentrations of 75%, 50%, 30%,
20% and 10%, against Escherichia coli, Klebsiella spp, and Staphylococcus aureus,
which were isolated and identified from previously conducted research. In addition,
the identification of volatile compounds was performed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS), using a HP5-MS column. As a result, it was obtained
that from an average of 154 g of leaves, 3.28 mL of essential oil was distilled, with
a yield of 2.12%, that is, for every 100 g of tea tree leaf, 2.12 mL of essential oil
will be obtained, within the antibiogram study there were highly significant
statistical differences (p<0. 05) in the measurements of the inhibition halos at the
concentrations proposed, while at the level of repetitions no significant differences
were evidenced, that is to say that the 10 isolates under study behaved in a similar
way, in addition to inhibit in their totality the bacterial population of Escherichia
coli, Klebsiella spp, and Staphylococcus aureus in the study required a
concentration of tea tree essential oil at 50%, 20% and 10%, respectively.
Chromatographically, it was evidenced that L-terpinen-4-ol was the predominant
compound with an area of 34.02% in relation to the other volatile compounds, to
which the antimicrobial activity is attributed. It was concluded that a minimum
concentration of 50% of tea tree essential oil is necessary to completely inhibit the

bacteria causing bovine mastitis.

Key words: Mastitis, Distillation, Antibiogram, Volatile Compounds.



CAPITULO |
1.1. INTRODUCCION

La produccién del ganado lechero estd estrechamente relacionada con
enfermedades que afectan tanto a los animales como a la comunidad, dentro de
estas esta la mastitis bovina, la cual se caracteriza por la inflamacion de la ubre
generalmente como respuesta a los agentes bacterianos, trayendo como
consecuencia descartes, problemas de fertilidad, descenso de la produccién, baja de
la calidad de la leche y los impactos econdmicos generados en el tratamiento o

curacion del animal (Quevedo, 2018).

La mastitis bovina tiene una tasa de infeccion desde el 20 a 65 % sobre los rebafios,
por lo cual durante mucho tiempo los microorganismos han desarrollado un papel
protagonico en la situacion sanitaria en todo el mundo, debido a que son los
causantes de las enfermedades infecciosas que se difunden rdpidamente, donde la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
Animal (OIE) se han interesados en el problema de salud publica con relacién en el

uso indiscriminado de antibacterianos (Padilla, 2020).

Segun el informe de la OMS se encuentra 50 antibidticos que actualmente estan
destinados para el uso en enfermedades infecciosas bacterianas y solo 32 estan
dirigidos al tratamiento de enfermedades de interés mundial, donde la importancia
es el hecho de que Unicamente 2 de ellos podrian ser efectivos frente bacterias Gam
negativas multirresistente (OMS, 2020). Los antimicrobianos naturales han
generado impacto a nivel pecuario en algunas producciones, como en la mastitis
bovina. Siendo como una alternativa que brindan soluciones de origen natural ya
gue contienen moléculas con accion bactericidas y asi mismo reducen el uso de

quimicos para controlar la mastitis (Sayed et al., 2021).

La resistencia a los antimicrobianas actualmente es una de las mayores amenazas
para la salud pablica mundial, si no se toma medidas se llegard a la “era post

antibiotica”, donde ningln antimicrobiano tendria lugar en el tratamiento (Eddie,

2018).



1.2. PROBLEMA.

La resistencia bacteriana es un proceso complejo de adaptacién de todos los
microorganismos, en donde se desarrollan mecanismos de proteccion contra
agentes potencialmente nocivos y capaz de ser trasmitida a otros patdgenos a traves
de dos patrones fundamentales, la trasmision horizontal; donde el traspaso de genes
de resistencia ocurre de una bacteria a otra por parte de plasmidos. Y la trasmision
vertical; donde los genes son adoptados por generaciones sucesivas. Este ultimo es
menos frecuente, supone un mayor riesgo porque las bacterias pueden exhibir genes
de resistencia alin en ausencia de exposicion a antimicrobianos, la aparicion de estos
genes esté influenciada por el mal uso y abuso de antibioticos, sumando los patrones

de resistencia intrinseca de las bacterias (Cardenas et al., 2018).

El desconocimiento de alternativas de origen natural para el control de
enfermedades infecciosas en la industria pecuaria incrementa el uso de sustancias
quimicas y farmacos que pueden tener efectos secundarios en el desarrollo exitoso
de una produccion, generando limitaciones tanto a nivel econémico como
productivo. En el transcurso del tiempo, el crecimiento de la trasformacion del
sector pecuario conlleva a algunas consecuencias negativas de tipo social y
ambiental, elevado costos de produccién y el comercio afectando directamente al
productor no logrando ganar lo que se invirtié inicialmente (Padilla, 2020).

En la produccién bovina unos de los principales problemas es la aparicion de
mastitis y por consiguiente su control y tratamientos, una de las causas mas
conocidas de esta enfermedad es la presencia de microorganismos bacterianos y
como una alternativa terapéutica es la implementacion de los aceite esenciales, los
cuales cuentan con una composicion altamente tecnificada que da la seguridad de
cuidar plenamente la salud del animal brindando comodidad y calidad de vida a los
animales (Buldain et al., 2020).

Por lo antes mencionado pongo en consideracion el tema; Evaluacion de la
efectividad antimicrobiana del aceite esencial del Arbol de Té (Melaleuca
alternifolia) frente tres géneros bacterianos aisladas de mastitis bovina (Veloz,
2023).



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. General

Evaluar la efectividad del aceite esencial del arbol de té (Melaleuca alternifolia)

frente tres géneros bacterianos aisladas de mastitis bovina
1.3.2. Especificos

o Obtener el aceite esencial del Arbol de Té (Melaleuca alternifolia) mediante

la técnica de arrastre por vapor.

o Estimar el rendimiento del aceite esencial del Arbol de Té (Melaleuca
alternifolia).
o Reanimar cepas de Escherichia coli, Klebsiella spp. y Staphylococcus

aureus del cepario del laboratorio general de la facultad.

. Analizar la actividad antimicrobiana del aceite esencial Arbol de Té

(Melaleuca alternifolia) en los tres géneros bacterianos.

o Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
obtenido.
o Caracterizar cromatograficamente el aceite esencial obtenido.



1.4. HIPOTESIS

HO: No existe una efectividad antimicrobiana del aceite esencial del arbol de té
(Melaleuca alternifolia) frente tres géneros bacterianos aislados de mastitis bovina

con un halo superior a 8 mm.

HI: Existe una efectividad antimicrobiana del aceite esencial del arbol de té
(Melaleuca alternifolia) frente tres géneros bacterianos aislados de mastitis bovina

con un halo superior a 8 mm.



CAPITULO 11
2. MARCO TERORICO.
2.1. Anatomia de la ubre.

En las vacas el sistema mamario estd conformado por cuatro glandulas que
provienen del tubo dérmico embrionario, por sus caracteristicas fisiologicas ha sido
identificada como una glandula sudoripara modificada, externamente se encuentra
recubierta por tegumento con sus estructuras completas, altamente inervada en su
porcion mas ventral y sus papilas o pezones, en los animales adultos, generalmente
en vacas multiparas se ve como un saco que almacena la leche, y se ubica en la

region abdomino-inguinal del cuerpo (Acosta et al., 2017).

Figura 1.

Anatomia de la glandula mamaria bovina.
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2.1.1. Cuartos Mamarios.

Para el entendimiento de la fisiologia mamaria es imprescindible saber que la ubre
consta de cuatro unidades productivas o glandulas que a su vez son conformadas
por un sinnimero de microestructuras que contribuyen en su conformacion, estas
glandulas a su vez le confieren a la ubre la disposicidén anatdmica para su estudio,
de tal modo, se sabe que la ubre consta de dos cuartos anteriores, y dos cuartos
posteriores, distribuidos longitudinalmente en izquierdo y derecho (Filoppo et al.,
2021).



2.1.1.1. Posteriores y anteriores.

La ubre bovina esta dividida en cuatro segmentos importantes, en donde las
porciones posteriores o glandula mamaria caudal es la porcion de la ubre de mayor
escala debido a sus métricas y capacidad de produccién por mayor asentamiento de
tejido lactopoyético y de almacenamiento, tomando en cuenta que el 60% de la
leche se produce en esta area anatomica, el 40% restante es producido por la ubre
anterior con sus dos glandulas mamarias, los segmentos de la ubre se encuentra
divididos por septos que histologicamente se clasifican como tejido conectivo,
ademas de estructuras de soporte como los ligamentos suspensorios medio y sus
laminas laterales (Cortes et al., 2021).

2.1.2. Sistema de soporte de la ubre.

Macas, (2019) menciona que la ubre se encuentra posicionada y sostenida

anatomicamente por diferentes estructuras histolégicamente relacionadas.

o Externamente el tejido tegumentario que protege y da estabilidad

o Internamente las porciones de tejido areolar que delimita el tejido mamario
de la pared abdominal.

o Ligamentos suspensorios conformados por tejido conjuntivo fibroso que se
origina en el tendén subpélvico y que mantiene a la ubre en suspensién poco
variable, ya que sujeta porciones bajas y delanteras del sistema mamario.

o Dos ligamentos suspensorios laterales que ayudan en el soporte de ubre
envolviéndola lateralmente, estas estructuras se originan del tenddn subpélvico y se
insertan en la parte convexa de la ubre.

o Tenddn subpélvico, es el encargado de dar origen a las principales
estructuras encargadas en la distribucién del soporte de la ubre, generalmente los

ligamentos suspensorios medios, laterales, superficiales y profundos.

Existen estructuras conformadas por tejido conectivo que se encuentra intimamente
relacionadas con el soporte del sistema mamario, cuya principal funcion es
mantener a la ubre en su posicion anatdmica norma, la cual es cerca de la pared
abdominal (Rojas et al., 2022). Los tejidos involucrados que se vinculan en el
soporte de la ubre son el ligamento suspensorio medio y el ligamento suspensorio

lateral;



La composiciéon histologica de los ligamentos suspensorios de la ubre es
comprendida de tejido elastico, el que desempefia la funcién de fijar la ubre al
cuerpo de la vaca, desde una vista posterior se observa el ligamento medio, el cual
forma un surco medial y es el principal protagonista encargado de fijar la ubre en
la pared abdominal. EIl soporte en las partes laterales de la ubre es determinado por
los ligamentos laterales los cuales se originan a partir del tendén sub-pélvico
(Restrepo et al., 2020).

El sistema mamario es determinado por un sinnimero de unidades funcionales que
cumplen la funcion de un 6rgano morfolégicamente y funcionalmente diferenciado
el cual puede llegar a pesar unos 50kg en funcién del estado fisiol6gico de la vaca
(Martinez, 2017).

Figura 2.

El aparato suspensor de la ubre, el que divide la ubre bovina.
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2.1.3. Sistema lactogénico.

El sistema de la lactogénesis se refiere basicamente a la capacidad de sintesis de la
leche originada por las células epiteliales a partir de componentes sanguineos, su
disposicion conjunta forma los alvéolos mamarios (Carbellin, 2000). El conjunto
de alvéolos forma el l6bulo, los cuales almacenan entre un 60 a 80 % de la leche
producida, adicionalmente, el 20 a 40% restante permanece en las cisternas
mamarias entes del ordefio o vaciado de la ubre (Cortes et al., 2021).



En el parénquima mamario existen células especializadas las cuales son conocidas
como la unidad morfoldgica funcional del sistema mamario, este parénquima es
conformado por un sinnimero de septos que se encuentran en el interior de los
I6bulos los cuales los dividen entre ellos (Aguirre, 2013). un grupo de aproximado
de 150 a 200 alvéolos dispuestos en racimos forman el 16bulo mamario (Garzén,
2019).

Figura 3.

Alvéolo y conductos del sistema secretor de leche.
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2.1.3.1. Proceso de lactopoyesis.

La leche es producida por las células epiteliales o secretoras la cuales la originan la
secrecion a partir de componentes sanguineos ya que las células epiteliales se
encuentran en intima relacion con vasos sanguineos adyacentes, alrededor de las
células epiteliates existe disposicion de capas de células mioepitaliales, las cuales
tienen capacidad contractil que reaccionan ante estimulos hormonales generados

principalmente por la prolactina. (Fonseca, 2017).



Las celulas epiteliales poseen determinadas rutas metabdlicas para la produccion
de solidos lacteos, un claro ejemplo es la utilizacion de la glucosa como fuente de
energia para la produccién de ATP, la edificacion de galactosa y lactosa y como
fuente de glicerol como precursor del componente graso de la leche (Schultz etla I.,
2017).

o Sintesis de lactosa: A nivel de la glandula mamaria el carbohidrato
principal producido en la leche es la lactosa la cual se encuentra bajo regulacion
enzimatica, en donde participan dos unidades preformadas, principalmente la
lactosa sintetasa, y la subunidad lactoalbumina la cual es una proteina sérica de

origen hepatico.

La cantidad de leche producida es directamente proporcional a la cantidad de
lactosa que puedan sintetizar las células epiteliales a nivel glandular, por la presion
osmotica presente en la primera secrecion lactea intra-alveolar esta tiene la
capacidad de atraer otras moléculas entre ellas demas solutos y agua, por lo tanto,
la lactosa es el principal involucrado en la cantidad y dilucion de la leche y la
composicion relacionada a los demas solutos que la caracterizan. (Abera etl al.,
2018).

Nutricionalmente se puede maneja de manera mas eficiente dicha produccién ya
que la racion dietética posee la capacidad de incrementar el volumen de leche
producido debido a que:

o El propionato producido a nivel ruminal en dietas ricas en alimentos
concentrados con alto contenido de almidén altamente digerible es el punto de
partida para la produccion de energia que es aprovechado por las células epiteliales
de la glandula mamaria.

o La energia en forma de ATP y la glucosa producida por el higado, son los
precursores para dar origen a la formacion y produccion de lactosa a nivel de la
glandula mamaria.

o La lactosa producida es proporcional al volumen de leche y la concentracion

de demas solutos disueltos en la leche.



consumo de materia seca e incrementan la cantidad de solidos lacteos presentes en

la leche

Figura 4.

Secrecion de leche en las células secretoras.
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Sintesis de proteina: El principal solido de caracter proteico son las
caseinas lacteas, las cuales son producidas a nivel de las células epiteliales y son
producto de la reorganizacién y utilizacion de aminoacidos y ciertos productos
nitrogenados, asi como metabolitos proteicos producidos por el higado (Sghaiet et
al., 2019).

Sintesis de grasa: de la degradacion ruminal de la dieta de una vaca lechera
se obtiene el acetato y butirato, los cuales son precursores de los acidos grasos de
cadena corta que se encuentran como principales representantes grasos en la leche,

en dietas con carencias de fibra fisicamente efectiva la presencia de estos AGV es
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limitada, por lo tanto, el contenido de grasa en la leche también se ve limitado
(Chung et al., 2021).

2.1.4. Pezo6n de la ubre.

El pezén o también teta se encuentra conformado por un canal principal con
estructuras especializadas en la salida de la leche desde el ambiente intramamario,
una de las principales es la roseta de Firstenberg, el cual le confiere proteccion a
dicho canal, su funcién se basa en la secrecion de sustancias antibacterianas de
consistencia muy viscosa, que cuando no hay un flujo de leche esta secrecion se

concreciona sellando dicha salida (Chen et al., 2018).

La conformacion de estd estructuras es muy variable, ya que en dependencia de
ciertos factores como; la raza su longitud puede variar de entre 7 a 15 cm. Esta
estructura posee fibras musculares de caracteristicas lisas de distribucion
longitudinal y fibras musculares circulares alrededor del esfinter (Bianchi et al.,
2019). Al igual que la piel del cuerpo, la piel de pezdn es la principal barrera fisica
de proteccion del mismo, y se encuentra constituida por epidermis, dermis, capa

muscular y endotelio vascular.

o La epidermis: es la capa superficial mas expuesta o proxima al ambiente,
generalmente esta compuesta por células queratinizadas vivas y muertas (Manrique
etal., 2019).

o La dermis: es la capa de la piel subyacente a la epidermis, es decir la
segunda capa que conforma la piel, en esta se encuentra distribuido el endotelio
vascular rico en vasos arteriales y venosos y distribucion nerviosa, los cuales
finalizan en la epidermis.

o Los musculos: su disposicion se encuentra configurada en diversas formas
encontrando formas longitudinales, oblicuas y trasversas, en dependencia del
estrato o profundidad que se encuentre.

o El endotelio: es la porcion de aglomerados celulares que conforman y
recubren los vasos sanguineos arteriales y venosos, estos son los encargados del
trasporte y evacuacion de sustancias bioquimicas y células hacia el pezon (Mbindyo
et al., 2020).
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En el ambiente intramamarios las porciones donde se almacena la leche previa a su
salida se conocen como cisternas, estas se encuentran recubierta por una porcion

doble de epitelio estratificado cubico (Guo et al., 2021).
2.1.5. Irrigacién sanguinea de la ubre.

El flujo sanguineo del sistema mamario, es indispensable para la formacion de la
secrecion lactea, este se encuentra directamente relacionado con la leche cantidad
de leche que se produce, ya que para la formacion de un litro de leche por la ubre
debe pasar un aproximado de 400 a 500 litros de sangre arterial, su configuracion
esta dada por vasos sanguineos principales y de gran calibre como las arterias iliacas
externas y pudendas externas con sus homologos derechas e izquierda, las cuales
provienen de la arterias aorta abdominal, estos grandes vasos sanguineos llegan a
la ubre atreves del canal inguinal, de donde se bifurcan formando las arterias
mamarias anterior o craneal y posterior o caudal, para terminar subdividiéndose de

manera mas profunda en arteriolas alveolares (Chanaluisa, 2019).

Adicionalmente la arteria perineal, la misma que irriga gran parte de los cuartos
posteriores de la ubre proviene de una rama de la arteria aorta dorsal, sin embargo,
gran parte de los cuartos anteriores son irrigados por la arteria epigéastrica
superficial craneal la misma que es una subdivision de la arteria toracica interna
(Dalanezi et al., 2020).EI retorno de la sangre venosa se realiza de manera conjunta
o paralela a las estructuras arteriales aferentes, dicho retorno venoso termina en dos
venas de gran calibre, las cuales son la pudenda externa, la cual desemboca en la
vena iliaca externa y consecuentemente en la vena cava caudal, la misma que
termina en la auricula derecha del corazon del animal, por otra parte la vena
subcutanea abdominal (vena mamaria la misma que se observa en la parte ventral
de la pared abdominal) la cual es la epigastrica superficial caudal que conecta con
la vena epigastrica superficial craneal terminan su vaciado en la vena torécica

interna, y por ende en la cava craneal (Carbellin, 2000; Amer et al., 2018).
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Figura 5.
Sistema arterioso de la ubre.
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Figura 6.

Sistema venoso de la ubre bovina.
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2.1.6. Drenaje linfatico de la ubre.

El drenaje linfatico de la glandula mamaria est& determinado por la funcion de los
vasos linfaticos de menor calibre que se encuentra predispuestos en la cuenca del
tejido glandular mamario, estos se anastomosan en un vaso linfatico de gran calibre
el mismo que drena la linfa y células inmunitarias hacia los nodulos linfaticos

retromamarios (Ewida et al., 2020).
2.1.7. Inervacion de la ubre.

La inervacion de la ubre esta determinada por axones y fibras aferentes simpaticas,
ya que la ubre y por ende el pezén no poseen inervacion parasimpatica, las fibras
aferentes mencionadas tienen su origen de los nervios espinales lumbares y
perineales, la inervacion de la ubre y la teta son fundamentales en la trasmision de
impulsos y estimulos para la activacion neuroendocrina de la baja de la leche
(Bhakat et al., 2020).

2.2.  Fisiologia de la ubre bovina.

La fisiologia de la ubre bovina inicia juntamente con la pubertad, estos cambios
morfofisioldgicos estan regulados y determinados por una compleja interaccion
enddcrina y metabdlica, las cuales propician la adaptabilidad de la hembra bovina
para convertirse en madre, ya que estas interaccion son el punto de partida en el

inicio, mantenimiento y finalizacion de la lactancia (Martins et al., 2020).
2.2.1. Mamogénesis

Durante el desarrollo fetal inicia una serie de agrupacion y diferenciacién celular
de la glandula mamaria la misma que se termina de desarrollar en la pubertad
cuando la novilla se convierte en vaca después del parto, en donde ocurre el
crecimiento isométrico y alométrico, los cuales son determinados por cuatro fases
(Sharun et al., 2021).

La fase isométrica ocurre en las hembras jovenes y el crecimiento de la ubre se da
de manera paralela con el crecimiento y desarrollo de los demas tejidos corporales.
La fase alométrica es diferenciada debido a que el crecimiento de la ubre ocurre de
manera exponencial y mas rapida en comparacion al crecimiento y desarrollo del

resto del tejido corporal, esta se encuentra bajo control ovario-neuroendocrino, en
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donde los picos de hormonas reproductivas se ven directamente vinculados (Sharun
etal., 2021).

Iniciando la pubertad, es decir cuando empieza la funcion ovaérica y la produccion
pulsatil de hormona en relacion con el ciclo estral, se observa el inicio de la
mamogeénesis, tanto asi que hormonas como el estrégeno influye en el crecimiento
y desarrollo de los conductos galactéforos y la progesterona en la configuracion
celular del sistema lobulo-alveolar, incluyendo hormonas hipofisarias GH,
prolactina que influyen en la fisiologia de la glandula mamaria (Aréchiga et al.,
2019).

2.2.2. Lactogénesis.

Es una secuencia de acontecimientos de especializacion celular que cursan las
células epiteliales mamarias para iniciar con los procesos fisioldgicos de tomar

componentes sanguineos y conformarlos en leche (Ranasinghe et al., 2021).
2.2.3. Como se produce.

Es un proceso fisioldgico en donde células diferenciadas poseen la capacidad para
producir leche, estas células son conicidad como células epiteliales alveolares, las
cuales tiene modificaciones organélicas y citoplasmaticas, ya que, a diferencias de
una célula somatica no especializada, estas células epiteliales poseen un reticulo
endoplasmico mucho mas desarrollado y con un mayor nimero de ribosomas, los

cuales propician un catabolismo mas eficiente (Palii et al., 2020).
2.2.4. Consumo de la leche Bovina.

La leche es considera como una de las principales proteinas de origen animal
destinadas al consumo alimenticio de los humanos, en teoria la leche es la secrecion
materna destinada para la alimentacion y supervivencia de los neonatos en los
primeras etapas de vida, historicamente se asumen que el ser humano empezo el

consumo de leche hace aproximadamente unos 9000 a;o0s A. C. (Zhu et al., 2021).

Nutricionalmente la leche de vaca es rica en componentes proteicos, componentes
energéticos, grasa, solidos electroliticos como el sodios y determinados

Macrominerales como el calcio y fosforo, las proporciones de cada uno de estos
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elementos la convierte en un potencial sustituto de leche materna humana para la

alimentacion de nifios y jovenes (Wang et al., 2020; Nobrega et al., 2020).

Tabla 1.
Composicion quimica de la leche por 100 gramos.
Componente Leche entera
Energia (Kcal) 61
Agua (9) 88
Proteina (g) 3.2
Grasa (g) 3.3
Grasa saturada (g) 1.9
Colesterol (mg) 10
Sodio (mg) 43
Carbohidratos () 4.8
Vitaminas B12, Ribofalvina, Vitamina A, Niacina, Vitamina B6
Minerales Ca, Zn, P, Mg.

Fuente: Shaheen et al., (2020); Aguilar et al, Mastitis bovina (2019).

2.3. La Mastitis.

La mastitis es una patologia caracterizar por cursar eventos inflamatorios del tejido
secretor de la ubre que ocasiona cambios fisicos y composionales de la leche, esta
patologia se ve influenciada por la interaccion de células inmunitarias (células
somaticas) y microorganismos patdégenos infecciosos, estos Ultimos en dependencia
de sus factores de virulencia son los responsables de ocasionar importantes eventos
citotoxicos del parénquima glandular lo que se traduce en una disfuncionalidad de
la células secretoras y un aumento de componentes indeseables en la leche lo que
ocasiona mermas en la produccién lechera tanto en cantidad como en calidad
(Pirola, 2017).

Las alteraciones organolépticas de la leche son percibidas debido a que existe una
disminucion en el contenido de lactosa, grasa y degradacion de la caseina, asi como

un aumento de cloruros, elevacién del pH y sodio (Ruiz et al., 2016).
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El evidente proceso inflamatorio, cuadros cronicos es determinado por los signos
inflamatorios evidentes de la patologia, como dolor a la palpacién, eritema, tumor
y calor, en dependencia de la severidad del cuadro y de la etologia involucrada se
puede observar signos mals sistémicos como fiebre, decaimiento, anorexia,

deshidratacion, shock y muerte (Jun Du et al., 2018).
2.3.1. Clasificacion.

Cuando se establece un cuadro mastitico este se puede clasificar en dependencia de
las alteraciones clinica ocurridas a nivel intramamario y de las alteraciones
anatémicas observadas a nivel de la ubre. El punto inicial que desencadena esta
patologia es la colonizacion bacteriana, la misma que propicia el aumento en el
nimero de leucocitos especialmente de polimorfonucleares como mecanismo de
defensa a dicha colonizacion, con este antecedente la clasificacion se determina

como clinica y subclinica (Aguilar et al., 2019).

La mastitis puede clasificarse en referencia al tiempo desde que se observaron los
primeros signos inflamatorios, en aguada, subaguda, crénica e hipercronica, esto
con la finalidad de orientar el plan terapéutico que se utilizara en el animal en

funcion del cuadro mastitico presente (Aguilar et al., 2019).
2.3.1.1. Clinica.

Esta patologia para poder ser diagnosticada en primeras instancias se utiliza la
exploracion fisica, este método semioldgico permite evaluar las condiciones
normofisioldgicos de la ubre, determinando que cuando las alteraciones anatomicas
de la ubre caracteristicas de un proceso inflamatorio son evidentes, se traduce en la
caracterizacion de una mastitis clinica, en donde es facilmente observable
alteraciones fisicas de la leche como la presencia de grumos o dilucion, cambios de

coloracion, sabor y aspectos no deseables (Hoque et al., 2022).
2.3.1.2. Subclinica.

La mastitis subclinica no es a simple vista observable, sin embargo, mediante la
aplicacion de métodos diagnosticos, esta puede ser medida. En donde el conteo de
células somaticas es el punto directriz para su consideracién, esta elevacion en

dicho conteo celular es determinado por la interaccion que existe en los procesos
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iniciales de colonizacion bacteriana y los mecanismos de defensa inmunologicos
mediados por células inmunoldgicas, si dicha interaccion no es controlada por los
mecanismos de defensa inmunologicos aumenta el riesgo de su evolucién a una

mastitis clinica (Mushtaq et al., 2018).

Esta presentacion de la mastitis inicialmente se puede apreciar por una disminucion
apenas perceptible de la cantidad de la leche producida lo que ocasiona pérdidas en
la produccion y limitaciones en el comercio, ya que la leche se encuentra con altos

recuentos de células somaticas y bacteriana (Vyas et al., 2019).
2.3.2. Factores determinantes.
2.3.2.1. Factores ambientales, genéticos y bienestar animal.

El medio donde se desarrolla la actividad lechera no se pude considera como un
parametro influyente de manera individual, ya que se encuentra conformado por
diversos factores, los mismos que pueden ser de caracter fisico, de manejo y
comportamentales del animal (Bochniarz et al., 2020).

Tomando en cuenta que dentro de los factores ambientales, estos deben cumplir con
los requerimientos necesarios para proporcionar bienestar al tipo de animal en
produccion, ya que ciertos tipo de animales son mas exigente en la temperatura
ambiental y a la altitud geografica, estos antecedentes citados puede influir
negativamente en el desempefio productivo, debido que pueden afectar los indices
productivos y reproductivos, tomando como ejemplo la enfermedad de brisket que
es recurrente en animales de pisos altitudinales elevados o el estrés caldrico en
animales que producen leche en zonas subtropicales, estos factores pueden ser
desencadenantes de mastitis (Bochniarz et al., 2020; Chuang et al., 2021).

Se considera como factores influyentes en la aparicion de cuadros mastitico un
elevado merito de produccion lechera y una inadecuada nutricion animal, debido a
la alta capacidad de produccion la ubre tiende a ser mas expuesta a contraer una
infeccion o sufrir un proceso traumatico que eleva las probabilidades de presentar
mastitis por lesiones, asi mismo el estado subnutricional puede influir
negativamente en el desarrollo de los mecanismos de proteccién de la glandula

mamaria (Prapaiwong et al., 2021).
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La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) estipula que para un animal se
considere que posee bienestar deben realizarse correctos procedimientos de crianza,
reproduccion y manejo a nivel de las unidades productivas, manteniendo libre de
enfermedades, hambre, sed, estrés y maltrato, con el objetivo de producir leche de
buena calidad desde el punto de vista ético (Ebrahimie et al., 2018; Kalinska et al.,
2018).

Otro factor clave para el establecimiento de un cuadro mastitico es el control
sanitario, ya que es indispensable tener claro los puntos criticos que puedan
desencadenar la patologia dentro de una unidad productiva, pudiendo asi minimizar
la aparicion de vacas con mastitis en una explotacion y por ende disminuir los
indices de morbilidad y descarte (Kalinska et al., 2018; Bhakat et al., 2020).

2.3.2.2. Factores Fisioldgicos.

Son considerados factores arraigados al animal, los cuales se consideran
predisponentes en la presentacién de la patologia, uno de los principales es la edad,
ya que se a observado que vacas longevas con un gran nimero de partos presentan
tendencia a la queratinizacién y granulacion del esfinter del pezdn y conductos
galactéforos ocasionando que queden abiertos y que aumento el riego de provocar
un cuadro mastitico (Barbosa et al., 2020).

2.3.3. Etologia.

Existe una gama sumamente amplia de microorganismos que pueden considerarse
patdgenos para la glandula mamaria, los mismo que pueden ocasionar una infeccion
del tejido glandular, hasta el momento se conoce que cercar de 300 géneros
bacterianos pueden causar mastitis, desde el punto de vista productivo y en
dependencia de la fuente de donde provenga el microorganismo estos pueden

clasificarse como contagiosos o ambientes (Rojas et al., 2022).
2.3.3.1. Mastitis contagiosa

Este tipo de mastitis es aquella en donde la trasmision de microorganismos de una
vaca enferma a una susceptible es el factor determinante, considerando que la ubre
y el pezdn son los lugares reservorios de las bacterias patégenas que ocasionan el

cuadro mastitico, la trasmision se puede dar a través de vectores mecanicos como
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las pezoneras, las manos de los ordefiadores, esponjas y toallas de secado o pafios
de limpieza, una caracteristicas de este tipo de mastitis es que es causada por
patdgenos infecciosos persistentes que pueden cronificar la presentacion clinica de
la enfermedad (Macas, 2019).

Dentro de este abanico de microorganismos patdégenos se encuentra al
Staphylococcus aureus, Steptococcus ubreris y Mycoplasmas spp., dentro de sus
factores de virulencia comporten la caracteristica de poseer propiedades adhesivas

y formacion de biopeliculas que le permiten persistir en el tiempo (Macas, 2019).
2.3.3.1.1. Staphylococcus aureus.

Es una bacteria Gram-positiva cuya morfologia es determinada por su apariencia
de coco son anaerobios facultativos y tiende a formar agrupaciones en forma de
racimos de uvas, generalmente en agar sangre producen betahemolisis, su reaccion
a la catalasa es positivos, igual que en la prueba de coagulasa, es considerado un
microorganismos contagiosos causante de mastitis bovina que ocasiona cuadros
hiperagudos, agudo y crénicos, sin embargo se observa la mayor prevalencia en

presentaciones subclinicas (Asadpour et al., 2021).

Este microorganismo posee un sin nimero de factores de virulencia que los hacen
altamente invasivo, esto debido a la hialuronidasa, la misma que le permite
adherirse al parénquima mamario y lo hace resistente a la fagocitosis, esta
resistencia es debido a una proteina A que esta presente en su superficie, si en un
caso este patdgeno llega a ser fagocitado no se produce una lisis de la pared celular,
debido a que produce &cido teicurénico, que le permite vivir dentro de los fagocitos
y formar aglomeraciones purulentas (Kalinska et al., 2018).

La incidencia de este microorganismo se encuentra asociado a factores relacionado
con un mal manejo higiénico de las instalaciones y un deficiente protocolo de
limpieza, desinfeccion y sellado de los pezones antes y después del ordefio, sumado
a esto se debe considerar la resistencia a los antibioticos que posee de manera

intrinseca este microorganismo (Dugue et al., 2021).

Siempre que se diagnostique una mastitis ocasionada por Staphylococcus aureus es
necesario realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobianas, para poder orientar

el tratamiento especifico, dicho tratamiento debe ser aplicado por un tiempo
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minimo de 7 dias y un maximos de 10 dias, uno de los principales antibiéticos
utilizados es la oxitetraciclina en infusién intramamaria, ya que por sus propiedades
lipofilicas, este se distribuye de una manera eficiente en el tejido mamario, sin
embargo, existen opciones como las cefalosporinas de ultima generacion y
macrolidos para el tratamientos de mastitis causada por Staphylococcus aureus
(Zaatout et al., 2019; Bochniarz et al., 2018).

2.3.3.1.2. Staphylococcus Coagulasa Negativo (SCN).

Este es un género que conforma un grupo muy amplio de microrganismos, los
cuales también pueden causar mastitis e infecciones intramamaria, dentro de este
grupo se incluyen especies como el Staphylococcus chromogenes, S. haemolyticus,
S. epidermis, etc., (Kim et al., 2019). Al igual que el anterior mencionado estos son

altamente contagiosos (Ashraf et al., 2018).
2.3.3.1.3. Corynebacterium bovis

Este microorganismos Gram-positivos en forma de baston o bacilo se caracteriza
por ser anaerobio facultativo no forma esporas y son inmoviles, es un
microorganismos especifico de las mastitis, es altamente prevaleciente en cuadro
subclinicos, el tratamientos de las mastitis ocasionadas por este patdgeno
generalmente es a base de penicilinas, cefalosporinas, quinolinas, anfenicoles,
tetraciclinas entre otros, como medida preventiva se recomienda realizar una
correcta rutina de ordefio y un manejo eficiente de la higiene en los lugares de
ordefio (Becker et al., 2018; Stella et al., 2019).

2.3.3.1.4. Streptococcus agalactiae

Este es un microorganismo en forma de coco Gram-positivo, del grupo B, es
anaerobio facultativo, el cual puede identificarse debida a la betahemolisis que
produce en agar sangre y al resultado negativo en la prueba de catalasa, su
configuracion es formas de cadenas cortas y cuando causa una infeccion
intramamaria tiene la capacidad de bloguear los conductos galactoforos

ocasionando ausencia de produccién lactea (Raabe et al., 2019).
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En los reportes terapéuticos se mencionan que la resistencia antimicrobiana por
parte de Streptococcus agalactiae es limitada ya que presenta sensibilidad a las

penicilinas (Furfaro et al., 2018; Gonzélez et al., 2019).
2.3.3.1.5. Streptococcus dysgalactiae

El Streptococcus dysgalactiae ocasiona mastitis contagiosas, este es una bacterias
Gram-positivas en forma de cocos, los cuales se organizan en cadenas cortas, son
anaerobios facultativos, los cuales se observan como negativos en la prueba de
catalasa y la hemolisis puede ser variable, ya que algunas cepas se observan como
betahemoliticos y otras como alfahemoliticos, su incidencia es mucho mas alta
cuando la integridad de la piel del pezon se observa comprometida por lesiones o
abrasiones debido a la manipulacion incorrecta, exesiva presion en el ordefio,

lesiones por enfermedades infecciosas o picaduras de insectos (Baraco, 2019).

Este microrganismo presenta susceptibilidad a la amoxicilina, penicilina y
eritromicina, los cuales son la principal opcion en el tratamiento en las mastitis

ocasionadas por estas bacterias (Fessia et al., 2022; Kappeli et al., 2019).
2.3.3.2. Mastitis Ambiental

Es aquella mastitis que es ocasionada por microorganismos que se encuentran en el
ambiente, generalmente se consideran como patdgenos contaminantes ya que estos
se encuentran en donde existe gran cantidad de materia orgénica, generalmente

ocasiona mastitis cuando existe deficiente higiene (Vezina et al., 2021).

Los nichos ambientales en donde se encuentran en gran numero generalmente son
las heces, el suelo, aguas residuales, etc. Rutinariamente estos microorganismos no
representan un riesgo bioldgico para el ganado lechero ya que las condiciones de
resistencia inmunoldgica del organismo de la vaca en la mayoria de los casos suelen

ser suficientes para controlar y eliminar posibles infecciones (Collado et al., 2018).

Para que se desarrolle un proceso infeccioso debe presidir una serie de
acontecimientos, en donde el tiempo que se mantienen en contacto la materia
organica con los pezones el un factor critico, asi mismo influye la
inmunocompetencia de la vaca, ya que la prevalencia de estos tipos de mastitis suele

ser mayor en aquellos periodos donde la vaca atraviesa episodios de compromiso
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inmunitario. Las principales bacterias involucradas en este tipo de mastitis son los
coliformes (bacilos Gram negativos que fermentan lactosa que pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae) o también conocidos como enterobacterias (Harjanti et
al., 2019).

Los géneros de aislamientos mas comunes son los llamados coliformes
(Escherichia coli y Klebsiella spp), Streptococcus uberis y entre otras bacterias

algas como Prototheca zopfii y levaduras (Beni¢ et al., 2018).
2.3.3.2.1. Streptococcus uberis

Es una bacteria Gram-positiva en forma de coco el cual se organiza en forma de
cadenas cortas, se identifica como catalasa negativos y no es betahemolitico, no
forma esporas y se considera de caracteristicas ambientales, ya que se encuentra en
gran medida en materias organica netamente degradable, afecta principalmente a
los animales expuestos a un manejo inadecuado de la rutina de ordefio y una
deficiente higiene del establo, su incidencia aumenta cuando existe transgresion del
canal del pezon, una vez se establecido la infeccion por este microorganismos este

se puede volver altamente contagioso (Wente et al., 2019).
2.3.3.2.2. Bacillus spp.

Son un grupo de microorganismos bacterianos que se encuentra disperso en muchos
extractos ambientales como el suelo, estiércol, vegetacion degradada, etc. (Mingiu
et al., 2022). Su morfologia es caracteristica de en forma de baston la mayoria de
ellos son aerobios facultativos, catalasa positivos, algunas especies de Bacillus esta
relacionados en la presentacion de mastitis gangrenosas, mientras que otros solo
pueden causar presentaciones subclinicas de la enfermedad, las especies mas
comunes de Bacillus causantes de mastitis bovina son: B. cereus, B. licheniformis,
etc. (Xiaoyu et al., 2021).

La mayoria de estos microorganismos son susceptibles a los antimicrobianos de
amplio espectro, sim embargo, se debe tener en cuenta que algunas especies poseen
la capacidad de formar esporas el cual es un factor de virulencia responsable de
ocasionar cuadros mastitico, debido a su resistencia a los agentes quimicos,

farmacologicos, y ambiénteles (Tytukh et al., 2021).
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2.3.3.2.3. Escherichia coli

Esta enterobacteria es la méas comdn asociada en cuadros mastitico ambientales, es
una bacteria Gram-negativas, anaerobia facultativa, su forma es bacilar y no posee
la capacidad de formar esporas, generalmente se aisladas en aquellas unidades
productivas donde el manejo sanitario es nulo o deficiente, las mastitis cuya
etiologia esta asociada a esta bacteria cada vez se considera importante en las
unidades productivas a tal punto que se a logrado identificar que este agente es el
de mayor incidencia en el periparto y durante la lactancia temprana (Liabin et al.,
2019; Javadmanesh et al., 2018).

Los factores de virulencia de este microorganismo generalmente determinan la
severidad del cuadro patologico ya que este microorganismo posee una alta
patogenicidad la cual es determinada por las endotoxinas que produce y los
lipopolisacéridos (LSP) que son liberados por la bacteria, induce varios niveles de
respuesta inflamatoria, Ilegando inclusive signos de alteraciones sistémicas que

pueden provocar shock y muerte del animal (Sharifi et al., 2022).
2.3.3.2.4. Klebisella spp.

La Klebsiella es otro microrganismo bacteriano Gramnegativo inmovil, oxidasa
negativo en forma bacilar, se encuentra vinculado con la aparicion de cuadros
mastitico en el ganado lechero, generalmente por presentaciones de casos clinicos
(Gorden et al., 2018).

Es uno de los principales microorganismos causantes de cuadros severos de
mastitis, las principales especies son: K. pneumoniae y K. oxytoca, las mismas que
suelen ser resistente a la terapéutica con betalactamicos, ya que producen

betalactamasas (Massé et al., 2020).
2.3.3.2.5. Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa es un microorganismo bacteriano Gram-negativo
anaerobio facultativo, el cual expresa positividad en la utilizacion del citrato
oxidasa y catalasa, el reservorio de mayor asociacion de este microorganismos son

las aguas residuales y estancadas que se utilizan en el lavado de ubres y pezones.
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Las Pseudomonas generalmente resisten al mecanismo de accion de la mayoria de

los desinfectantes comunes (Schauer et al., 2021; Rivera et al., 2020).
2.3.3.2.6. Prototheca spp.

Prototheca sp son algas microorganismos unicelulares con caracteristicas
vegetales, se encuentran proliferando en gran numero en lugares con alta
concentracion de materia organica en degradacion, con indices de humedad
relativos altos, sim embargo, Prototheca zopfii y P. wickerhamii se encuentran

comlnmente en estanques y agua con alta salinidad (Kuramisawa et al., 2018).

Esta tiene la capacidad de colonizar el ambiente intramamario y causar mastitis
cuando existe compromiso en el estado inmunoldgico de la vaca, este
microorganismo suele ser indetectable en los primeros estadios de la infeccidn por
lo que la hace persistente en una unidad productiva, la alternativa terapéutica es
muy limitada por lo que el descarte de los animales es la primera opcién dentro de
la explotacion (Bochniarz et al., 2021).

2.3.4. Deteccion. de la mastitis.

Existe una gran diversidad de métodos diagnosticos utilizados para la deteccion de
la mastitis, estos métodos pueden ser enfocados en el diagndstico microbiolégico,
o también basados en detectar las principales alteraciones en la composicion de la
leche, cada uno de ellos con una sensibilidad y especificidad diferente (Voort et al.,
2021). La interpretacion de los resultados obtenidos es un factor crucial y necesita

personal capacitado (Klibi et al., 2018).
2.3.4.1. Electroconductividad.

Este es un método diagnostico que se fundamenta en la capacidad conductiva de un
gradiente eléctrico por parte de la leche, la unidad de medida de este método es el

miliSiemens por centimetro (mS/cm) (Khatun et al., 2019).

La conductividad eléctrica de la leche esta influenciada por la concentracion de
aniones y cationes, principalmente el Na+, K+ y Cl-, juntamente con el Mg ++ y el
Ca++, como patrén interpretativo se debe saber que cuando la conductividad

eléctrica aumenta a 6 mS/cm o més se asume la existencia de un aumento
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significativo de los iones mencionados, lo que indicaria el inicio de un proceso

patoldgico a nivel intramamario (Rukmana et al., 2021; Sinha et al., 2018).
2.3.4.2. Recuento de células somaticas

Este es el método de mayor sensibilidad y especificidad utilizado para el
diagnosticos de mastitis clinica como subclinica, este analisis permite contar el
namero de células en la leche, estas células generalmente son células inmunitarias,
como leucocitos, linfocitos, monocitos y neutréfilos, ademas de algunas células
epiteliales, el valor en dicho conteo de células somaticas se correlaciona con el
establecimiento de una infeccion intramamaria, ya que cuando un antigeno invade
el ambiente intramamario empieza la infiltracion de leucocitos como respuesta ante

dicha invasion (Seligsohn et al., 2021).

Se considera que altos recuentos de células somaticas en la leche son atribuidos a
altos grados de inflamacion del tejido glandular de la ubre, es por esto que este
método diagnostico puede ser un buen predictivo del inicio de la mastitis,
independientemente del genero bacteriano asociado a la mastitis (Panda et al.,
2018; Mircu et al., 2019).

2.3.4.3. Diagnostico bacterioldgico

Fundamentandose en diagnosticar el agente etioldgico de la mastitis, otro de los
métodos diagndsticos es el aislamiento e identificacion mediante cultivo de cepas
bacterianas a partir de muestras de leche de vacas con mastitis, este método es
altamente confiable, ya que posee buena sensibilidad y especificidad y puede
ayudar a la toma de decisiones para el control y erradicacién de la infeccion

intramamaria establecida en la unidad productiva.

Acompafado del cultivo bacteriano y la identificacion del agente causal, debe
realizarla la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, esto para orientar de una
manera mas selectivas la terapia de las vacas patoldgicamente positivas (Aguilar et
al., 2019).

2.3.5. Tratamiento de la mastitis.

El tratamiento de la mastitis principalmente esta enfocado en el uso de agentes

antibidticos como primera opcion, sin embargo, el uso de estos medicamentos
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puede realizarse de manera racional efectuando una terapia selectiva en funcion al
microorganismo relacionado y a los requerimientos de la vaca considerando su
estado fisiologico, 0 a su vez se puede determinar la aplicacion de terapias
antibidticas no selectiva o también llamada terapia de secado convensional (Sharif
et al., 2022; Sharun et al., 2021).

2.4.  Arbol de T¢é (Melaleuca alternifolia).

Esta planta es de caracteristicas arbustiva pertenece a la familia de los mirtos, su
origen es determinado en el sureste de Queensland en Australia, crece a lo largo de

las llanuras pantanosas y arroyos del sur de Nueva Gales (Ramadan et al., 2020).

Es considerado un arbol cuya altura no excede los 7 metros, su follaje conforma
una corteza tupida y amplia, su corteza es de color blanquecino, las hojas estan
dispuestas de manera circular o espiral, estas tiene caracteristicas lisas suaves y
disposicion lineal, generalmente miden de 1 a 3.5 cm y 1 mm de ancho, es
considerado una especie resinosa que contiene aceites esenciales en sus hojas, las
flores son caracteristicas en esta especie, son de color blanco y tiene la apariencia
de espigas, su tamario es de 3 a 5 cm de longitud y aparecen durante cortos periodos

de primavera (Bua et al., 2020).

Los mirtos pertenecientes a la familia Myrtaceae, se caracterizan por ser ricos en
oleos esenciales, tanto asi que el arbol de te, es una de las principales especies
vegétalas utilizadas para la produccion comercial de aceite esencial, el mismo que

tiene varios usos en la industria farmacéuticas y cosmetoldgica (Miranda, 2018).

Figura 7.

Arbol de Té (Melaleuca alternifolia).

Fuente: Magazine, (2018).
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2.4.1. Taxonomia.

Tabla 2.

Taxonomia del Arbol de Té.
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Tribu Melaleuceae
Género Melaleuca
Especie alternifolia
Nombre cientifico Melaleuca alternifolia

Fuente: Maiden, (2017).

2.4.2. Melaleuca spp.

Esta es una especie arbustiva, el cual ha sido usado tradicionalmente para la
obtencion de extractos vegetales, uno de los principales es el aceite esencial, el
mismo que se encuentra compuesto por mas de 92 principios activos diferentes, con
al paso de algunos afios se difundi6 por todo el mundo los maltiples beneficios que

posee el aceite esencial del arbol de té (Lam et al., 2018).

La familia Myrtaceae esta compuesta por alrededor de 3000 especies, de los cuales
alrededor de unos 130 — 150 géneros, se encuentran distribuidas en las regiones de

clima tropical o calida del Ecuador (Bakar et al., 2019).

Esta familia vegetal se destaca por la extraordinaria produccion de aceites
esenciales, debido a que poseen glandulas secretoras en la region subdérmicas de
las hojas, el aceite esencial se encuentra compuesto por hidrocarburos como los
terpenos, monoterpenos, sesquiterpenos y algunos alcoholes asociados con

propiedades antiinflamatorios y antimicrobianas (Oliveira et al., 2020).
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24.2.1. Melaleuca alternifolia.

El arbol de té (Melaleuca alternifolia) durante varios afios ha sido utilizado en la
medicina tradicional, destacando principalmente el uso de su aceite esencial debido
a sus propiedades medicinales, el mismo que tiene una buena actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria, antifungica, antiviral, etc. Por esto y por muchos
mas beneficios se ha recurrido a la aplicacién en la cosmetologia de varios paises
como Australia, Reino Unido, Italia, Brasil y Ecuador, desde el punto de vista
investigativo ha sido foco de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y

aislamiento de principios activos de dicho extraco. (Puvaca et al., 2018).
2.4.2.2. Evolucion.

Es considerada como la principal planta de industrializacion en el sentido
fitofarmacoldgico en Australia, a tal modo que ya producen grandes cantidades de
aceite esencial, por lo cual la planta tiene una distribucion muy dispersa, su
adaptabilidad en funcién al suelo es muy amplia y va desde suelos arenosos hasta
los arroyos del noreste de Nueva Gales y sureste de Queensland de Australia donde

destaca la evolucidn de esta planta (Yufang, 2019).

Los fitoquimicos del arbol del té son el resultado de las variaciones
interpoblacionales e intrapoblacionales, determindndose como un arbol de tamafio
medio con una corteza parecida al papel, produce aceite esencial esecial el cual es
econdémicamente valioso, su paquete foliar posee numerosas glandulas accesorias
resinosas, esta especie vegetal es somaticamente bisexual y su polinizacion es
mediante fertilizacion con insectos, el cultivo y su manejo ha sido desarrollados
predominantemente mediante selecciones de especies silvestres (Salvatori et al.,
2017).

La variabilidad quimica de los compuestos es un punto intrigante el cual se
encuentra sujeto a la especie y a la zona agroecoldgica en donde se ha desarrollado,
sim embargo, la diferenciacion en compuestos bioactivos con propiedades
fitofarmacologicas beneficiosas para la salud y muy utilizadas en el campo de la
investigacion viene siempre siendo el mismo beneficio para la industria

farmacologica (Ejikeme et al., 2020).
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2.4.3. Usos del Arbol de Té.
24.3.1. En la medicina.

Los miembros del género Melaleuca spp. han sido durante mucho tiempo utilizado
en la medicina popular en varias partes del mundo, ademas esta especie fue utilizada
en la segunda guerra mundial por el ejército australiano como repelente de insectos
y agentes antimicrobianos insertado en los botiquines de primeros auxilios, el uso
tradicional de esta planta contra infecciones de la piel como acné, herpes y sarna
también se ha mencionado, el uso de su aceite esencial contra infecciones
microbianas (Labib et al., 2019).

La corteza y las hojas de Melaleuca se ha informado que se utilizan como
tranquilizantes, sedantes y para disipar el mal y aliviar el dolor en la medicina
popular taiwanesa, informacion sobre la etnobotanica de dicha planta esta
registrada contra la malaria en Filipinas (conocido como arbol de aceite de cajeput)
y las medicinas tradicionales cubanas. La accién antimicrobiana y fangicas, donde
dichas propiedades fueron descubiertas por los aborigenes australianos, ellos hojas
triturados usadas de las plantas para tratar el resfriado comun, el dolor de garganta,
la picadura de insectos, las heridas o los hongos de infecciones oportunistas de la
piel (Rad et al., 2017).

La actividad antioxidante se da por la actividad inherente de algunos de los
componentes presente en el aceite esencial, en particular los fenoles, que inhiben o
reducen la tasa de oxidacion aerdbica de la materia organica, de hecho, se ha
demostrado ampliamente que los hidrocarburos monoterpénicos son mejores
compuestos antioxidantes con respecto a los sesquiterpenos y particularmente
aquellos con grupo metileno fuertemente activados en su estructura como el
terpineno-4-ol, el y - terpinenoy el a - terpineno, fueron los mas activo en el aceite
de Melaluca (Zhang et al., 2018).

Melaleuca alternifolia han sido ampliamente estudiadas e investigadas por su
actividad antimicrobiana de amplio espectro, también el 1,8-cineol, el terpinen-4-
ol y el metil eugenol son vitales para mediar en la activdad antimicrobiana del aceite

del arbol de té, ademaés de la eficacia del aceite de arbol de tel para combatir las
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infecciones antibacterianas, el aceite también tiene propiedades antifungicas
(Kumar, 2020).

El aceite esencial del arbol de té es eficaz para controlar el crecimiento de la
microflora nativa y contrarresta la contaminacion exdgena por Escherichia coli
O157:H7 en la aplicacion previa a la cosecha de quitosano y lechuga mantecosa,
siendo un bioconservante que controla el crecimiento de la microflora nativa en las
plantas de lechuga mantecosa durante el almacenamiento refrigerado poscosecha,
contrarrestar el crecimiento durante el inadecuado manejo poscosecha de la
hortaliza de hoja al evaluar la supervivencia y crecimeinto del patégeno presentes
en infecciones nasocomiales (Neves et al., 2020).

2.4.3.1.1. Farmacognosia.

No todos los usos del aceite del arbol de té y la planta han sido probadas para
determinar su seguridad o eficacia, los problemas de la piel ocurren de manera méas
prominente en los usos tradicionales del aceite de &rbol de té e incluyen hematomas,
guemaduras, aftas bucales, eczema, psoriasis, rosacea e infecciones de la piel.
Ademas de eso, se observa varias afecciones respiratorias, que incluyen resfriados,

tos, congestion bronquial e irritacion de la nariz y la garganta (Bhagat et al., 2017).

El uso frecuente de productos de M. alternifolia puede provocar una variedad de
afecciones que incluyen melanoma, mal olor corporal e infecciones de los huesos y
la préstata, pudiendo causar una intoxicacion peligrosa en menos de treinta minutos

después de la aplicacién (Kanso et al., 2022).
2.4.3.1.2. Farmacodinamica.

Aproximadamente el 20 % de la solucion de aceite de melaleuca contiene grandes
concentraciones de cineol, un irritante de la piel que reduce las propiedades
antisépticas del terpinen-4-al “ingrediente activo”, ademas, las concentraciones de
terpinen-4-ol, 2 % - 4 % de aceite de arbol de té contienen otros ingredientes activos
como 1.8-cineol, alfa-terpineol y gamma-terpinen, estos componentes bioactivos
son responsables de los efectos anticancerigenos, antifingicos, antiinflamatorios y

dentales en humanos (Morsoleto et al., 2022).

31



El aceite de arbol de té interacttia con la membrana plasmaéticade células resistentes
a multiples farmacos e interfiere con la funcién de trasportador de farmacos MDR
P-gp, las cepas bacterianas periodontopaticas que se prueban, incluidas, entre otras,
Porphyromanas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Streptococcus
mutan y Streptococcus sobrinus, fueron destruidas al méximo por 30 segundos de
exposicion al aceite de Melaleuca y han mostrado una accion inhibitoria de la
adhesion (Piekarz et al., 2017).

El aceite de arbol de té suprime la produccién de factor de necrosis tumural alfa,
interleucina 1-, interleucina-10 y prostaglandina E2 por monocitos activados in
vitro, induce la diferenciacion de mielocitos en monocitos y suprime la produccion

de superdxido por monocitos activados in vitro (Padma et al., 2019).

2.4.3.1.3. Farmacocinética.

o Absorcion: Los productos de aceite de arbol de té aplicados a la piel
humana afecta la integridad de la piel y la penetracidn percutanea de acido benzoico
de forma dependiente de la dosis, cantidades diminutas de los componentes del
aceite de arbol de té, 1.5 % y 3 % de las cantidades aplicadas después de la
aplicacion de una solucion concentrada de aceite de arbol de té al 20 % y aceite de
arbol de té puro, penetran en la capa de la epidermis humana o la atraviesan (Fall
etal., 2017).

o Distribucion: Terpinen-4-ol, metil eugenol, 3-metoximiliumollina,
vomifoliol, 4cido betulinico, B -sitostenona y [ -sitosterol se distribuyen al higado
humano para su metabolismo, dentro de un par de horas después de la aplicacién

de cremas de aceite de arbol de té (Donadu et al., 2022).

o Metabolismo: el metabolismo principal terpinen-4-ol se da en el higado,

sobre la base de la evidencia existente, tiene alta actividad antioxidante.

o Excrecion: Como la mayoria de los fitoquimicos de otras plantas se
excretan en gran medida en la orina como metabolitos que forman en los tejidos del
huésped o por el microbiota y constituyen una alta proporcion del metaboloma
urinario (Moroni et al., 2020).
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24.3.1.4. Fitoxicidad.

Poco se sabe de la toxicidad de los componentes individual o del aceite esencial de
arbol de té completo, aunque no hay confirmacion, el aceite esencial de melaleuca
no debe ingerirse en cantidades relativamente altas debido a su toxicidad, aunque

no se ha informado casos fatales en la literatura médica (Kasujja, 2021).

La intoxicacion por aceite de arbol de té puede causar temblores musculares,
debilidad, dificultad para caminar, temperatura corporal baja y salivacion excesiva,

segun la norma australiana (AS 2782-1985) regula los niveles (Kosar et al., 2022).
2.5. Obtencion del aceite esencial.
2.5.1. Método de extraccion de aceites esenciales.

Las caracteristicas intrinsecas de las plantas influyen sobre la proporcion del aceite
esencial, por ejemplo, cada planta tiene caracteristicas Unicas del aceite esencial
tanto es su viscosidad, color, solubilidad y cantidad o volumen obtenido (Cedefio
etal., 2019).

2.5.1.1. Destilacion por vapor.

La destilacion por arrastre de vapor es Gtil para la obtencidn del aceite esencia de
una planta en cuestion, dicho método usa el vapor que pasa atreves o por el material
vegetal, para dicho método es necesario un equipo adecuado, el cual genera vapor
del agua que se encuentra por debajo del material vegetal, el vapor de agua y el
vapor del aceite se condensan mediante un circuito de enfriamiento, el cual
posteriormente seran separado por decantacion el aceite esencial del agua
(hidrolato) que contiene principio bioactivos arrastrados (Casado, 2018). Dicho
método permite aislar compuestos que se encuentran en el punto de ebullicion, al

aplicar una destilacion con bajas temperaturas (100 °C) (Gallego et al., 2020).
2.5.2. Caracteristicas fisicoquimicas.

Los aceites esenciales poseen las caracteristicas de ser un compuesto volatil, por el
cual requiere un manejo especial, ya que se puede perder facilmente los compuestos
bioactivos presentes en dicho aceite, ademas son muy liposolubles es decir que tiene
afinidad con los lipidos, ademés pueden disolverse facilmente con disolventes

organicos (Patifio et al., 2014).
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CAPITULO Il
3. MARCO METODOLOGICO
3.1.  Ubicacion y caracteristicas de la investigacion

3.1.1. Localizacion del experimento

Pais Ecuador

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Parroquia Gabriel Ignacio Veintimilla

Barrio Laguacoto | - Marco Pamba

Sector Laguacoto, Via Guaranda — San Simon Km 1 %

3.1.2. Situacion Geogréfica y edafoclimatica

Altitud 2608.00 metros
Latitud -1.614378°
Longitud -78.998339°
Temperatura maxima 19°C
Temperatura minima 10°C

Temperatura media anual 14°C
Precipitacion media anual 1619 mm cubicos

Humedad relativa (%0) 72%

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, (2021).
3.1.3. Zonade vida
Guaranda, segun menciona el geblogo Leslie Holdridge con su sistema de

zonificacion de vida, geolégicamente corresponde a la formacion Bosque
Humedo Montano Bajo (Holdridge, 1971).
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3.2.  Metodologia

3.2.1. Material Experimental

o 10 aislados de Escherichia coli.

o 10 aislados de Staphylococcus aureus.

o 10 aislados Klebsiella spp.

o Aceite esencial de arbol de té (Melaleuca alternifolia)

. Agar EMB (Difco, Lot.0286056, USA).

o Agar MacConkey (Difco, Lot.9364856, USA).

o Agar Mueller Hinton (Difco, LOT: 0294294, USA).
o Agar Salt manitol (Oxoid, CM0085, LOT: 3289843).
o Disco de antibiotico en blanco (BBL, Lot.ref, USA)
3.2.2. Factores en estudio

o Tomando como referencia del principal objetivo planteado en esta

investigacion se pone en consideracion los siguientes factores;
Factor A

o AQ: Disco de antibidtico de Cefoxitin (Testigo)

o Al: Aceite esencial al 10 %

o A2: Aceite esencial al 20 %

o A3: Aceite esencial al 30 %

o A4: Aceite esencial al 50%

o A5: Aceite esencial al 75%

Factor B

o B: tres géneros bacterianos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella)
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3.2.3. Tratamientos.

Tabla 3

Distribucion del factor Al x B.

TRATAMIENTO CODIGO

T0

T1

T2

T3

T4

T5

AOB

AlB

A2B

A3B

A4B

A5B

DESCRIPCION

Disco de antibidtico de Cefoxitin + Cepa de
Escherichia  coli,  Staphylococcus  aureus,
Klebsiella

Aceite esencial al 10% + Cepa de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella

Aceite esencial al 20% + Cepa de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella

Aceite esencial al 30% + Cepa de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella

Aceite esencial al 50% + Cepa de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella

Aceite esencial al 75% + Cepa de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella

Experimental, Veloz (2023).

e Paramétricas del experimento

Para la investigacion se considerd las siguientes caracteristicas del experimento.

Tabla 4.

Caracteristicas del experimento:

Tratamientos

Repeticiones

Numero de Unidades experimentales (aislados) 10

NuUmero total de analisis

360
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3.2.4. Tipo de disefio experimental o estadistico

o Disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con el siguiente modelo
matematico; Yij = u+ YBLOQUES +ti+ tj+ &ij

o Prueba de Tukey 5%, como comparativa entre las medias de los tratamientos.
Tabla 5.
Analisis de Varianza (ADEVA)
Fuentes de variacion Grados de libertad
Total (t*r) -1 7
Tratamientos (t-1) 3
Bloques (repeticiones -1) 1
Error experimental (t-1) (t-r) 6
3.2.5. Manejo del experimento
o Destilacion por arrastre de vapor del aceite esencial de Melaleuca

alternifolia: Para la obtencion del aceite esencial del arbol de té, se consideré como
punto de partida la recoleccién de los elementos foliares del arbol de té, donde se
separé y selecciond las hojas, posteriormente se procesé el material vegetal
lavandolo y dejandolo secar a temperatura ambiente, considerando que de planta en
estudio las hojas son de un tamafio pequefio, lo que facilité el llenado del balon de
destilacion del equipo (MS-E104), para su efecto se hicieron 5 destilaciones con un
valor promedio de 154 gramos de material vegetal utilizado, una vez ensamblado y
funcionando el equipo de destilacion se controlo periddicamente la temperatura
(100 °C), manteniéndose por un lapso 3 horas por cada destilacién realizada, una
vez transcurrio este periodo se dejo reposar por 24 horas para Su posterior
decantacion y envasado del aceite.

o Calculo del rendimiento del extracto vegetal: la estimacion del
rendimiento del aceite esencial extraido de las hojas arbol de té se fundamento en
el pesaje del mismo al inici6 de la extraccion, de igual formar se peso el volumen

total de aceite esencial obtenido durante las 3 horas de destilacion, estos valores
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permitieron obtener el rendimiento, para ello el valor neto del aceite esencial fue
dividido para el valor neto del pesaje al inicié del material vegetal, multiplicando
por el factor (100) para la obtencion en porcentaje dicho resultado.

o Reactivacion de los microorganismos en estudio:

o Elaboracion de Caldo nutritivo: Inicialmente se tomo en consideracion la
preparacion de agua peptonada tamponada (Acumedia, Lot. 1075962, USA) como
un medio nutritivo requerido para la reanimacion de cepas criopreservadas, se
realiz6 la inoculacion del medio nutritivo con 100ul del suspendido bacteriano
presente en el criovial, este medio inoculado se introdujo en incubacion por 24

horas a una temperatura de 37 °C.

o Reactivacion de cepas bacterianas: Se procedio a seleccionar del
refrigerador las bacterias que fueron aisladas e identificadas y proporcionadas por
el trabajo de Mazon & Mazdn (2022). Estas cepas fueron sometidas a un proceso
de destiemple térmico, el mismo que se realizé mediante la exposicion del criovial
a temperatura ambiente por un periodo de 1 hora, luego de este procedimiento por
el tiempo de 1 hora se introdujo el criovial a la incubadora a 37 °C para reactivar el

metabolismo bacteriano.

o Tiempos de incubacion: Las cepas que lograron reanimarse fueron
sembradas en Agar solido y posteriormente sometidas a un tiempo de incubacion
de 24 horas a 37 °C, luego de este periodo se identificd las caracteristicas

morfolégicas de las colonias de cada una de las cepas que estaban en estudio.
o Establecimiento de la sensibilidad y resistencia:

o Siembra en caja Petri: En el desarrollo de los procedimientos de la
medicion de la susceptibilidad de los agentes patdgenos en estudio, se inicio con la
formulacion de la cantidad de medio de cultivo Agar Mueller Hinton (Difco, Lot.
0294294, USA) en base al requerimiento de analisis, una vez realizado esto se
colocé en promedio 20 mL distribuidos en cada caja Petri para dejar solidificar por
un lapso de 10 minutos, tras este periodo se sembraron colonias que previamente
fueron suspendidas en agua destilada estéril hasta un ajuste de la escala de turbidez
McFarland al 0,5% (USGS, USA) esta suspensién bacteriana fue sembrada en el

Agar con la utilizacion de un hisopo estéril de manera continua, homogénea y en
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todas direcciones para posteriormente colocar el agente antibacteriano e incubar por
un lapso de 24 horas a 37° C.

o Dilucion del aceite esencial del arbol de té (Melaleuca alternifolia): Fue
requerido probar las concentraciones del aceite esencial del &rbol de té al 10%, 20%,
30%, 50% y 75% diluido en Dimetilsuféxido (DMSO) al 99% (Loba Chemie,
A359352102, India), con la finalidad de medir su efecto antimicrobiano en la
inhibicion del crecimiento de las bacterias Escherichia coli, Klebsiella spp, y
Staphylococcus aureus.

Las microdiluciones se realizaron con una micropipeta de 1000uL, considerando
que para alcanzar la concentracion del 10% se pipetearon 100uL de aceite esencial
del &rbol de té y 900pL de DMSO, lo que permitio realizar el alcance de la unidad
requerido es decir 1mL en tubos Eppendorf, este procedimiento se realizo
repetidamente hasta determinar la equivalencia en cada una de las concentraciones
propuestas, es decir, 20%, 30%, 50% y 75% se tomaron alicuotas de 200, 300, 500
y 750 pL de aceite esencial respectivamente a lo que se le afiadié 800, 700, 500 y
250 pL de DMSO y se homogenizé mediante agitacion vortical.

Las concentraciones obtenidas de las diluciones previamente realizadas fueron
establecidas como los agentes antimicrobianos sometidos a prueba, cada una de
estas fueron impregnadas en discos de papel filtro de celulosa (Oxoid, Lot.
3337882, Reino Unido) y probados en las pruebas de susceptibilidad frente a los

géneros bacterianos estudiados

o Aplicacion de los discos de inhibicion: EIl antibiograma consistio en
colocar los discos de papel filtro de celulosa (Oxoid, Lot. 3337882, Reino Unido)
en blanco que fueron impregnados de la dilucion que contiene una concentracion
determinada del aceite esencial del arbol de té con una pinza de manera estéril sobre
la superficie del medio de cultivo que previamente fue inoculado con la cepa
bacteriana en estudio, es decir este procedimiento se repitié por el nimero de cepas
consideradas dentro de cada género bacteriano, los discos se colocaron con una
separacion entre disco y disco de 20 a 30 mm, considerando que por cada
procedimiento desarrollado se colocaron un maximo de 5 discos, este

procedimiento finaliz6 con el sellado e incubacidon de la caja a 37° C por 24 horas.
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o Medicidén de los halos de inhibicion: La manera directa de medir el efecto
antimicrobiano que posee cada una de las concentraciones estudiadas fue mediante
la medicion de los halos de inhibicion, los mismos que se realizaron con la ayuda
de un calibrador de Vernier tomando como referencia de medida los bordes del
halo, a este valor obtenido se le restdé 6 mm que corresponden a la medida de los
discos, esta operacion es necesaria para obtener el valor neto de la zona de
inhibicion.

La base referencial fue la escala de sensibilidad propuesta por Duraffourd et al.
(1897), en donde se expresan los valores para considerar el nivel de sensibilidad o

resistencia de una bacteria expuesta a un fitofarmaco.

Tabla 6.
Escala de sensibilidad de un fitofarmaco segun Duraffourd et al. (1897).

Inhibicion Diametro del halo de inhibicion
Actividad Nula (-) <8 mm

Sensible (+) >8 mm < 14 mm

Muy sensible (++) > 14 mm <20 mm

Sumamente sensible (+++) > 20 mm

Fuente. Duraffourd et al. (1897).

o Estimacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

En base a los establecido en los objetivos, se plante6 la realizacién del
procedimiento de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial en
estudio, sin embargo, mediante los resultados obtenidos en la actividad
antimicrobiana se demostrd que no fue requerido concentraciones mas bajas a la
planteada en la presente investigacion, de tal modo se desestimo la realizacién de

dicho procedimiento.

o Estudio de cromatografia de gases con espectrometria de masa (GC-
MS) de los compuestos volatiles del aceite esencial del arbol de té

o La determinacion de los compuestos volatiles se efectud por cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masa (GC-MS), en un cromatografo (Agilent
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Technologies 7890A, CN12181050, USA) y un espectrometro de masa (Agilent
Technologies 5977A MSD, US1439M1416, USA) con una columna capilar HP-
5MS de una medida de 30m x 0.250mm x 0.25um (Agilent Technologies,
USE556037H, USA) como fase estacionaria y helio de alta pureza como gas de

arrastre para la fase movil.

o Se inyectd 1 pL de muestra derivatizada en modo Split, empleando la
relacion 50:1.

o La temperatura de la camara de inyeccion fue de 220 °C.

o El programa térmico fue configurado mediante el mantenimiento del horno

desde 60 °C con una rampa de temperatura de 3 °C/min hasta los 240 °C.
o El tiempo total de corrido fue de 60 minutos.

o Los compuestos fueron identificados mediante la comparacion con los

espectros de masa de la libreria NIST14.L
3.2.6. Métodos de evaluacion y datos a tomar

o Obtencion del aceite esencial: Variable de tipo dependiente, la cual se
desarrollé mediante la técnica de destilacion de arrastre por vapor, obteniendo un
control de la cantidad en mL de aceite esencial extraido de un peso (gramos) en

cuestion del material vegetal (hojas).

o Rendimiento del aceite: Variable dependiente adjudicada a la cantidad de
aceite que poseia el material vegetal sometido a destilacion, esta variable se
operacionalizé mediante el procedimiento de destilacion por arrastre de vapor y
finalizo con el calculo del porcentual establecido en la formal de Melo et al. (2020);

P = (M1/M?2) * 100
Donde:
M1= Es la masa final del aceite esencial.
M2= La masa inicial del follaje.

100= Es un factor aritmético.
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o Susceptibilidad antimicrobiana: Es una variable independiente
considerada como una caracteristica cuantitativa que ciertos agentes bacterianos
expresan, esta peculiaridad puede dividirse en dos criterios de clasificacion
excluyentes conocidos como sensibilidad y resistencia, basicamente se fundamenta
en la capacidad de sobrellevar o ser inhibida por los mecanismos de accion de un
agente antimicrobiano (antibiotico/aceite esencial de Melaleuca alternifolia) por
parte de uno o varios microorganismos bacterianos (Escherichia coli, Klebsiella
spp, y Staphylococcus aureus) a determinadas concentraciones (10%, 20%, 30%,
50% y 75%), considerando que para su registro y medicion se mesuraron las zonas
de inhibicion encontradas en el antibiograma, las mismas permitieron discernir si
el patdgeno fue resistentes o0 si agente antimicrobiano evaluado poseia actividad
antimicrobiana (nula: halos de inhibicion < 8 mm; sensible valores > 8 mm.)

comparado en base a una escala de sensibilidad.

o Concentracion minima inhibitoria: Variable de tipo independiente, que
se desarroll6 mediante la estimacidn de la concentracion minima inhibitorias (CMI)
necesaria del aceite esencial del arbol de té (Melaleuca alternifolia) para que los
patdgenas en estudio expresen sensibilidad mediante halos de inhibicion con

medidas > 8 mm.

o Compuestos volatiles: Es una variable de tipo dependiente, la cual
fundamentd su operacionalizacién en la medicion de los compuestos volatiles
presentes en el aceite esencial de arbol de té (Melaleuca alternifolia), esta variable

se evaluo por cromatografia de gases con espectrometria de masa GS-MS.
3.2.7. Anadlisis de datos

Los datos obtenidos como resultado de los anélisis fueron desarrollados mediante
el ensamble del disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con la ayuda
del paquete estadisticos SAS 9.4 y SPSS version 25.
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CAPITULO IV
4, RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1.1. Obtencidn del aceite esencial

Tabla 7.

Resultados obtenidos del pesaje del material vegetal a destilar y del aceite esencial
obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor.

Mat. P.g X Sol.H2O T.ex. T°C V.ext. Repeticiones X

180 500 3 100 3.5ml R1
150 500 3 100 3.3 ml R2
Hojas 120 154 400 3 100 3.0ml R3 3.28
150 500 3 100 3.1ml R4
170 500 3 100 35m R5

Mat. Materia, P.g.: peso en gramos, X: media Sol.: solvente, T. ex.: tiempo de extraccion en horas,
Te°C.: temperatura en grados centigrados, V. ext.: volumen extraido en mL.

Figura 8.

Resultados obtenidos del pesaje del material vegetal a destilar y del aceite esencial
obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor.

VOLUMEN EXTRAIDO DE ACEITE ESENCIAL DEL ARBOL

DE TE
36
34 35 35
3.2 33
3 3.1

28 3
26

R1 R2 R3 R4 R5

De acuerdo con los resultados obtenidos (tabla 9) mediante el procesamiento del
material vegetal (hoja) del arbol de té, mediante la técnica de arrastre por vapor se
obtuvo en promedio 154 gramos de materia vegetal, la cual fue procesada por un

tiempo de 3 horas, dandonos una cantidad de aceite esencial en promedio 3.28 mL.
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4.1.2. Rendimiento del aceite esencial del arbol de té

Tabla 8.
Resultados del rendimiento del aceite esencial

Muestra Hojas

Peso (gr) 154
Aceite esencial (mL) 3.28
Rendimiento % 2.12

Del procesamiento de las muestras de la materia vegetal utilizado, en este caso las
hojas del arbol de té se obtuvo aceite esencial, lograndose un rendimiento del 2.12%
en un tiempo de extraccion de 3 horas, es decir que por cada 154 g se obtendra 3.28
mL de aceite esencial. Comparativamente estos resultados son iguales a los
obtenidos por Carson et al, (2020) en su investigacion sobre las propiedades
medicinales del aceite esencial del arbol de té. Quienes obtuvieron un rendimiento
del 2%, adicionalmente, mencionan gque dicho rendimiento esta sujeto a variacion

en depende de las condiciones de hidratacion de la planta.

4.1.3. Analisis de susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial a las
concentraciones propuestas frente a Escherichia coli aislada de mastitis

bovina.

Tabla 9.

Andlisis de varianza de la actividad antimicrobiana del aceite esencial del arbol
de té frente a Escherichia coli aislada de mastitis bovina.

F.V G. L S.C CM V.F Pr.F Sig.
Tra. 5 437424  874.848  543.25 <.0001 **
Rep. 1 0.3760 0.3760 0.23 0.6299 NS
Error 113 181.97 1.61

C.V.:11.68%
Total 119 4556.59

Nota. **: Diferencias estadisticas altamente significativas, NS: diferencias no significativas.

De acuerdo con la pruebas de Fisher podemos determinar que entre los tratamientos

planteados existio diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.05), es
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decir que las concentraciones del aceite esencial del arbol de té al 75%, 50%, 30%,
20% y 10% tiene distinto efecto inhibitorio sobre Escherichia coli, mientras que a
nivel de repeticiones no existié diferencias significativas, es decir que los 10
aislados de Escherichia coli tuvieron un comportamiento similar al ser expuestas a
las concentraciones planteadas. Con un coeficiente de variacion del 11.68%
otorgando veracidad y aceptabilidad a los datos obtenidos en la presente

investigacion.

Tabla 10.

Pruebas de Tukey al 5% para la comparacion de los promedios de la medida de
halos de inhibicion obtenidos en el antibiograma a las concentraciones propuestas
del aceite esencial del arbol de té frente a Escherichia coli causante de mastitis.

Tratamiento Promedio Tukey agrupamiento
0 (Testigo/FOX-30) 18.40 A

5 (75% A.E.) 18.40 A

4 (50% A.E.) 11.50 B

3 (30% A.E.) 8.90 C

2 (20% A.E.) 5.70 D
1(10% A.E.) 2.25 E

Nota. Medias cubiertas por la misma letra no son significativamente diferentes. Fox: Cefoxitin
30ug, A.E: aceite esencial

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% podemos determinar que los promedios
de los tratamientos son estadisticamente diferentes, sin embargo, se presenta una
igualdad segin Tukey entre el TO (testigo) y T5 (75% aceite esencial), con un
promedio de 18.40 mm respectivamente. Siguiéndole el T4 (50% aceite esencial)
con un promedio de 11.50 mm, posteriormente el T3 (30% aceite esencial) que
obtuvo un promedio de 8.90 mm de halo de inhibicion, finalmente los T2 (20%
aceite esencial) y T1 (10% aceite esencial) obtuvieron los promedios mas bajos con
570 mm y 2.25 mm respectivamente, determinando que estos dos Ultimos

tratamientos no poseen actividad frente a Escherichia coli causante de mastitis.
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Figura 9.

Diagrama de cajas y bigotes de las medidas de los didmetros de los halos de
inhibicién obtenidos del antibiograma de las concentraciones propuestas frente a
Escherichia coli causante de mastitis.
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En la investigacion de Zhang et al, (2018) sobre la evaluacion in vitro de la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de Melaleuca alternifolia donde utilizé
la técnica de difusion de disco de Kirby Bauer, metodoldgicamente impregno 0.1
mL de aceite esencial al 100% (puro) sobre el disco de papel filtro, evaluando la
susceptibilidad de Escherichia coli frente a dicha concentracién, obtuvo un
diametro de 12 mm, comparativamente son resultados menores a los encontrados

en la presente investigacion.

Segun Carson et al, (2020) menciona que la inhibicién de la bacteria Escherichia
coli ocasionada por el aceite esencial del arbol de té se debe a los efectos
perjudiciales sobre la homeostasis del potasio, respiracion celular, alteracion en la
sintesis de lamembrana celular, todos estos dafios debido a los compuestos volatiles

del aceite esencial como los terpenos que pueden ocasionar la lisis bacteriana.
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4.1.3.1. Analisis de la concentracién minima inhibitoria del aceite esencial del
arbol de té frente a Escherichia coli causante de mastitis bovina.

Tabla 11.

Escala de sensibilidad del aceite esencial del arbol de té frente a Escherichia coli
mediante la técnica de difusion de disco.

10% 20% 30% 50% 75%

Esc_al_a_ de Fr.Total
sensibilidad Fr. % Fr. % Fr. % Fr. % Fr. %
- 10 100 10 100 3 30 - - - - 23
+ - - - - 7 7 10 100 - - 17
++ - - - - - - - - 8 80 8
it - - .. ... 2 20 2

Nota. -: Actividad nula, +: Sensible, ++: Muy sensible, +++: Sumamente sensible, Fr: Frecuencia

De acuerdo con los resultados obtenido de los tratamientos realizados por
duplicados sobre los 10 aislados de Escherichia coli se promedi6 los resultados de
los halos de inhibicion por cada aislado bacteriano, dichos resultados se compararon
con la escala de sensibilidad de Duraffourd et al. (1897) como criterio
interpretativo, observando que el aceite esencial del arbol de té (Melaleuca
alternifolia) al 10% y 20% obtuvo un 100% de resistencia (-). Mientras que a la
concentracion del 30% se evidencié que un 30% de los aislados presentaron
resistencia (-) y un 70% como sensibles (+), posteriormente a la concentracion del
50% el 100% de la poblacion bacteriana en estudio se presentd como sensibles (+)
a dicha concentracion, y finalmente el tratamiento con 75% de aceite esencial del
arbol de té (Melaluca alternifolia) mostro un 80% de actividad muy sensible (++)
mientras que el 20% restante se exhibieron como sumamente sensibles (+++).
Interpretando que la concentracién del 50 % del aceite esencial del arbol de té
(Melaleuca alternifolia) fue la concentracién minima requerida para inhibir el
crecimiento del total de Escherichia coli en estudio, corroborando con la prueba de

Tukey al 5% el mismo que expresé una media de 11.50 mm del halo de inhibicion.
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Figura 10.

Porcentaje de sensibilidad de Escherichia coli frente a las diferentes
concentraciones del aceite esencial del arbol de té.
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En la investigacion de Thomsen et al. (2011), sobre el efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Melaleuca alternifolia, donde utilizd la concentracion del 5%,
10% y 15% obtuvo diametros de halos de inhibicion de 22 mm, 27 mm, y 28 mm
respectivamente, siendo estos valores superiores a los encontrados en la presente
investigacion, este hallazgo se le atribuye a las diferencias entre el origen del
aislamiento de Escherichia coli ya que este microorganismo posee diferencias en

la resistencia a determinados componentes bioactivos segun la fuente clinica.

4.1.4. Analisis de susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial a las
concentraciones propuestas frente a Klebsiella spp., aislada de mastitis

bovina.

Tabla 12.

Analisis de varianza de la susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial del
arbol de té frente a Klebsiella spp., aislada de mastitis bovina.

F.V G.L SC C.M V. F Pr.F Sig.
Tra. 5 3367.06 67341 19811 <0001  **

Rep. 1 0.00 0.00 0.00 1.000 NS
Error 113 384.10 3.39

Total 119 37571.17 C.V.: 12.22%

Nota. **: Diferencias estadisticas altamente significativas, NS: diferencias estadisticas no
significativas.
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De acuerdo con la prueba de Fisher podemos determinar que entre los tratamientos
planteados existio diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.05), es
decir que las concentraciones del aceite esencial del arbol de té al 75%, 50%, 30%,

20% y 10% tiene distinto efecto inhibitorio sobre Klebsiella spp.

Mientras que a nivel de repeticiones no existié diferencias significativas, es decir
que los 10 aislados de Klebsiella spp., tuvieron un comportamiento similar al ser
expuestas a las concentraciones del aceite esencial del arbol de té planteadas. Con
un coeficiente de variacién del 12.22% confiriendo veracidad y aceptabilidad a los

datos obtenidos en la presente investigacion.

Tabla 13.

Pruebas de Tukey al 5% para la comparacion de los promedios de la medida de
halos de inhibicion obtenidos en el antibiograma de las concentraciones
propuestas del aceite esencial del arbol de té frente a Klebsiella spp., aisladas de
mastitis bovina

Tratamiento Promedio Tukey agrupamiento
5 (75% A.E.) 23.35 A

0 (Testigo/Cefoxitin-30) 17.70 B

4 (50% A.E.) 17.70 B

3 (30% A.E.) 14.20 C

2 (20% A.E.) 10.50 D
1(10% A.E.) 7.05 E

Nota. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. AE: aceite esencial.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% podemos ver que los promedios de los
tratamientos son estadisticamente diferentes, obteniendo que el mayor promedio lo
expreso el tratamiento T5 (75% aceite esencial) con 23.35 mm en el halo de
inhibicion. Sin embargo, se presenta una igualdad segin Tukey entre el TO
(Testigo/FOX-30) y T4 (50% aceite esencial), con un promedio de 17.70 mm

respectivamente.

Siguiéndole el T3 (30% aceite esencial) que obtuvo un promedio de 14.20 mm en

el diametro del halo de inhibicion, posteriormente el T2 (20% aceite esencial) que
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obtuvo un promedio de 10.50 mm y finalmente el menor promedio lo obtuvo el T1
(10% aceite esencial) con 7.05 mm en el diametro del halo de inhibicién.

Segun Kullkarni et al. (2012) en su investigacion del efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Melaleuca alternifolia sobre patdgenos multirresistente a los
antibidticos, encontrd que en 30 aislados de Klebsiella pneumoniae multiresistente
a los antibidticos (Ampicilina, Estreptomicina y Teraciclina), el aceite esencial a la
concentracion del 100% frente exhibié un promedio de 19 mm en el diametro del
halo de inhibicidn, considerando estos resultados similares a los obtenidos en la

presente investigacion.

Figura 11.

Diagrama de cajas y bigotes del diametro de los halos de inhibicion obtenidos del
antibiograma de las concentraciones propuestas frente a Klebsiella spp., causante
de mastitis.
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Segun Kullkarni et al. (2012) en su investigacion del efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Melaleuca alternifolia sobre patdgenos multiresistentes a los
antibidticos, encontrd que la actividad antimicrobiana del aceite esencial a una
concentracion del 100% obtuvo valores maximos de 22 mm y un minimo de 17 mm
en el diametro del halo de inhibicion, comparativamente en la presente
investigacion se evidencid valores superiores a una concentracion del 75% (T5), en
donde se obtuvo maximo de 25 mm y un minimo de 20 mm en el didmetro del halo

de inhibicioén.
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Oliva et al. (2018) en su investigacion de alta potencia antimicrobiana del aceite
esencial de Melaleuca alternifolia al 100% contra bacteria Gram-negativas
resistentes a multiples antibidticos, encontré que mediante la técnica de difusion de
disco obtuvo halos de inhibicion de 15 mm, siendo valores similares a los
encontrados en la presente investigacion si se los compara con los encontrados a la

concentracion del 30% (T3).

4.1.4.1. Analisis de la concentracién minima inhibitoria del aceite esencial del

arbol de té frente a Klebsiella spp., causante de mastitis bovina

Tabla 14.

Escala de sensibilidad del aceite esencial del arbol de té frente a Klebsiella spp.,
mediante la técnica de difusion de disco.

Escala de 10% 20% 30% 50% 75%

sensibilidad Fr.Total
Fr. % Fr. % Fr. % Fr. % Fr. %
- 10 100 - - - - - - - - 10
+ - - 10 100 6 60 - - - - 16
++ - - - - 4 40 10 100 - - 14
+++ - - - - - - - - 10 100 10

Nota. -: Actividad nula, +: Sensible, ++: Muy Sensible, +++: Sumamente sensible, Fr: Frecuencia

De acuerdo con los resultados obtenido de los tratamientos realizados por
duplicados sobre los 10 aislados de Klebsiella spp. se promedi6 los resultados de
los halos de inhibicion por cada aislado bacteriano, dichos resultados se compararon
con la escala de sensibilidad de Duraffourd et al. (1897) como criterio
interpretativo, observando que el aceite esencial del arbol de té (Melaleuca
alternifolia) al 10% obtuvo un 100% de resistencia (-). Mientras que a la
concentracion del 20% obtuvo un 100% de sensibilidad (+), mientras que a la
concentracion del 30% se evidencio que un 60% de los aislados presentaron
sensibilidad (+) y un 40% se presentaron como muy sensibles (++), posteriormente
a la concentracion del 50% el 100% de la poblacién bacteriana en estudio se
presentd como muy sensibles (++) a dicha concentracion, y finalmente el

tratamiento con 75% de aceite esencial del arbol de té (Melaluca alternifolia)
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mostro que el 100% de los aislados se exhibieron como sumamente sensibles (+++).
Interpretando que la concentracion del 20% del aceite esencial del arbol de té
(Melaleuca alternifolia) fue la concentracion minima requerida para inhibir el
crecimiento del total de Klebsiella spp., en estudio, corroborando con la prueba de

Tukey al 5% el mismo que expres6 una media de 10.50 mm del halo de inhibicién.

Figura 12.

Porcentaje de sensibilidad de Klebsiella frente a las diferentes concentraciones del
aceite esencial del arbol de te.
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Segun Corona et al. (2022) en su investigacion del efecto antimicrobiano del aceite
esencial del arbol de té, timol y carvacrol y sus combinaciones sobre microrganismo
aislados de casos de mastitis clinica bovina, donde utilizé6 20uL (2%) de aceite
esencial mas timol frente a Klebsiella, obtuvo un promedio del diametro del halo
de inhibicion de 29 mm (+++), los investigadores mencionados atribuyen dicho
hallazgo, debido al efecto antimicrobiano del timo ya que este actla sobre la sintesis
de la pared celular bacteriana, comparativamente los valores encontrados en la
investigacion citada son superiores a los encontrados en la presente investigacion,
este debido a que el timol potencializa el efecto antimicrobiano frente a bacterias

Gram-negativas.

Ramadan et al. (2020) en su investigacion sobre la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de Melaluca alternifolia frente a patdgenos Gram-negativos, utilizo
25uL (2.5%) de aceite esencial para pruebas de susceptibilidad frente a Klebsiella
pneumoniae, en donde encontr6 18 mm de halo, de manera comparativa estos

valores superan a los encontrados en la presente investigacion.

52



4.1.5. Analisis de susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial a las
concentraciones propuestas frente a Staphylococcus aureus aislada de

mastitis bovina.

Tabla 15.

Analisis de varianza de la susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial del
arbol de té frente a Staphylococcus aureus aislado de mastitis bovina.

F.V G.L S.C CM V.F Pr.F Sig.
Tra. 5 311547  623.09 142.97 <.001 **
Rep. 1 0.033 0.033 0.01 0.9305 NS
Error 113 492.47 4.3581

C.V.:12.41%
Total 119 3607.97

Nota. **: Diferencias estadisticas altamente significativas, NS: diferencias estadisticas no
significativas.

De acuerdo con la prueba de Fisher podemos determinar que entre los tratamientos
planteados existidé diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.05), es
decir que las concentraciones del aceite esencial del arbol de té al 75%, 50%, 30%,
20% y 10% tiene distinto efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus aislados
de mastitis bovinas, asumiendo que entre mayor sea la concentracion del extracto

natural mayor sera el rango de la zona de inhibicion.

En el ADEVA, a nivel de repeticiones no existio diferencias estadisticas
significativas, es decir que los 10 aislados de Staphylococcus aureus tuvieron un
comportamiento similar al ser expuestas a las concentraciones planteadas. Con un
coeficiente de variacion del 12.41% confiriendo veracidad y aceptabilidad a los

datos obtenidos en la presente investigacion.

Zhan et al. (2020) en su investigacion hallaron que el crecimiento de
Staphylococcus aureus se redujo significativamente al ser evaluado mediante
microdilucion en placa de 96 pocillos (1x10° UFC/pocillo) al cuél se le afiadio el
aceite esencial del arbol de té, en distintas concentraciones, ademas, evidenciaron
gue aumenta la proliferacién de células epiteliales mamarias y su resistencia a la

exposicion del Staphylococcus aureus, sumado a esto observaron que el aceite
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esencial del arbol de té puede aliviar la respuesta inflamatoria desencadenada por
este patdgeno y mejora la expresion de la interleucina-8 (IL-8), la cual es
fundamental en el reclutamiento de polimorfonucleares al ambiente intramamario.
Concordando con los citado ya que se pudo observar en la presente investigacion
que el aceite esencial del arbol de té a distintas concentraciones inhibe el
crecimiento del Staphylococcus aureus mediante el método de difusion de discos.

Tabla 16.

Pruebas de Tukey al 5% para la comparacién de los promedios del antibiograma
de las concentraciones propuestas del aceite esencial del arbol de té frente a
Staphylococcus aureus aisladas de mastitis bovina.

Tratamiento Promedio Tukey agrupamiento
5 (75% A.E.) 25.55 A

4 (50% A.E.) 19.85 B

0 (Cefoxitin 30ug) 17.90 C

3 (30% A.E.) 15.10 D

2 (20% A.E.) 12.70 E
1(10% A.E.) 9.80 F

Nota. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. AE: aceite esencial.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% se observa que los promedios de los
tratamientos son estadisticamente diferentes, identificando que el tratamiento T5
(75% aceite esencial) obtuvo 25.55 mm en el diametro del halo de inhibicion en
promedio. Siguiéndole el T4 (50% aceite esencial) el cual presento un promedio de
19.85 mm en el diametro del halo de inhibicion, posteriormente el T3 (30% aceite
esencial) logré un promedio de 15.10 mm en el didmetro del halo de inhibicion,
continuando el T2 (20% aceite esencial) que alcanzd un promedio de 12.70 mm y
finalmente el menor promedio lo tuvo el T1 (10% aceite esencial) con 9.80 mm en
el didmetro del halo de inhibicién. Observando mediante la escala de sensibilidad
que la concentracion minima inhibitoria (CMI) del Staphylococccus aureus se

observé a la concentracion de 10% del aceite esencial del arbol de té.
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Figura 13.

Diagrama de cajas y bigotes del diametro de los halos de inhibicidn obtenidos del
antibiograma de las concentraciones propuestas frente a Staphylococcus aureus
causante de mastitis.
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Kulkarni et al. (2012) En su investigacion sobre la actividad antimicrobiana del
aceite esencial del arbol de té sobre patdgenos multiresistentes a los antibidticos,
utiliz6 una concentracion del 100% del aceite esencial frente 30 aislados de
Staphylococcus aureus, encontrando halos de inhibicién de 16 mm en promedio,
ademaés obtuvo un valor méximo de 22 mm y un minimo de 10 mm, los autores
citados mencionan que el aceite esencial del arbol de té posee buena actividad

antimicrobiana.

Comparativamente los resultados citados son similares a los encontrados en la
presente investigacion a la concentracion evaluada del 30% (T3) en donde se
obtuvo un promedio de 15.10 mm del didmetro del area de inhibicion con valores
maximos de 17 mm y minimos de 13 mm en el diametro de la zona de inhibicion

en los 10 aislados de Staphylococcus aureus causantes de mastitis bovina.
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4.1.5.1. Andlisis de la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial del
arbol de té frente a Staphylococcus aureus causante de mastitis.

Tabla 17.

Escala de sensibilidad del aceite esencial del arbol de té frente a Staphylococcus
aureus mediante la técnica de difusion de disco.

10% 20% 30% 50% 75%

Escala de Er
sensibilidad Total
(mm) Fr. % Fr. % Fr. % Fr. % Fr. %
+ 10 100 10 100 2 20 - - - - 22
++ - - - - 8 80 8 80 - . 16
+++ - - - - - - 2 20 10 100 12

Nota. -: Actividad nula, +: Sensible, ++: Muy sensible, +++: Sumamente sensible, Fr: Frecuencia

De acuerdo con los resultados obtenido de los tratamientos realizados por
duplicados sobre los 10 aislados de Staphylococcus aureus se promedid los
resultados de los halos de inhibicién por cada aislado bacteriano, dichos resultados
se compararon con la escala de sensibilidad de Duraffourd et al. (1897) como
criterio interpretativo, observando que el aceite esencial del arbol de té (Melaleuca
alternifolia) al 10% y 20% obtuvo un 100% de sensibilidad (+). Mientras que a la
concentracion del 30% se evidencié que un 20% de los aislados presentaron
sensibilidad (+) y un 80% como muy sensibles (++), posteriormente a la
concentracion del 50% se obtuvo que un 80% de la poblacidn bacteriana en estudio
se presentd como muy sensibles (++) y un 20% como sumamente sensible, y
finalmente el tratamiento con 75% de aceite esencial del arbol de té (Melaluca
alternifolia) mostr6 un 100% de actividad sumamente sensible (+++) en los

Staphylococcus aureus en estudio.

De tal modo inferimos que la concentracion de 10% del aceite esencial del arbol de
té (Melaleuca alternifolia) fue suficiente para inhibir el crecimiento de
Staphylococcus aureus, corroborando con la prueba de Tukey al 5% el mismo que

expreso una media de 9.80 mm del halo de inhibicion.
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Figura 14.

Porcentaje de la escala de sensibilidad del Staphylococcus aureus frentes a las
diferentes concentraciones del aceite esencial del arbol de té
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Puvaca et al. (2021) en su investigacion sobre la actividad antimicrobiana in vitro
del aceite esencial del arbol de té a una concentracion del 50% obtuvo un halo de
inhibicion de 18 mm, siendo valores similares a los encontrados en la presente

investigacion.

Sichieri et al. (2019) en su investigacion de la actividad antimicrobiana de aceite
esencial de Melaleuca alternifolia comerciales mediante la técnica de difusion de
disco, utilizaron un volumen de 10pul de aceite esencial a una concentracion del
100% sobre Staphylococcus aureus, en donde obtuvieron una medida de 24 mm de
halo de inhibicién. comparativamente los resultados de la investigacion citada
fueron diferentes a los encontrados en la presente investigacion, ya que a la
concentracion del 75% se obtuvo una media de 25.55 mm en la medida del halo de
inhibicion.

Esmael et al. (2020) en su investigacién donde probaron el aceite esencial del arbol
de té (Melaluca alternifolia) sobre Staphylococcus aureus mediante la técnica de
difusion en agar en pozos de 6 mm, evidenciaron que a la concentracion del 20%
se obtuvo zonas de inhibicion de 155 mm de halo. Comparativamente los
resultados de la investigacion citada son superiores a los encontrados en la presente
investigacién, cabe recalcar que en ambas investigaciones se utilizé la misma

concentracion del aceite esencial, sin embargo, difiere del método aplicado.
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4.1.6. Analisis de cromatografia de gases - espectrometria de masa (GC-MS)

de los compuestos volatiles presentes en el aceite esencial del arbol de té

(Melaluca alternifolia) obtenido por arrastre de vapor.

Figura 15.

Cromatograma de los compuestos volatiles obtenidos mediante cromatografia de
gases- espectrometria de masa (GC-MS) del aceite esencial del arbol de té
(Melaluca alternifolia) obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor.

Aburiance

3.2e«07
31807

30T
2.9e+07
2, 8e«07T
2. TwslT
2.52+07
2.5e+07
2.4m+07
2. 38+07
2.2e+07
2.1e+07

2e+07T
1, 9e=07
1.8e+07
1. Te+07
1.5e+07
1.58+07
1.4a-07
1.3e+07
1. 2e+07
1107

Te=0T
S000000
BODDODD
7000000
GO0
SO0000
000000
3000000
2000000

100000

16

10

ha |
18

nr

& 28

g

- 4.0
- -

‘*::LL ;'Té..i *\‘[’*’""”"‘*" "n

10.00 1200 1400

nm

2200

33

|

34

LAl

2400

L
26 IDIJ 2500

39

i

Mediante la cromatografia de gases con espectro de masa (GC-MS) se proceso el

aceite esencial del arbol de té, donde se identificaron 41 compuestos volatiles,

observando en la figura 15 los picos de los compuestos volatiles, destacando con

color azul los compuestos de mayor tiempo de retencion a la hora del analisis.
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Tabla 18.

Resultados del analisis de cromatografia de gases con espectrometria de masa
(GC-MS) de los compuestos volatiles del aceite esencial del arbol de té (Melaleuca
alternifolia) obtenido por arrastre de vapor.

\N Compuesto Tiempo de retencion (min)  Area (%)
10 a - Terpinene 7.234 9.61
12 B - Cymene 7.457 5.18
13 D-Limonene 7.585 2.99
14 Eucalyptol 7.670 3.04
16 y-Terpinene 8.684 16.71
18 a - Terpinolene 9.606 3.82
24 L-terpinen-4-ol 13.368 34.02
26 a-Terpineol 13.737 7.78
34 Aromandendrene 23.711 4.38
39 Viridflorene 25.937 1.27
40 (-)-Globulol 29.339 0.85

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 20, el compuesto volatil en
mayor porcentaje es el L-terpinen-4-ol con un area del 34.02% en relacion a los
otros compuestos volatiles, seguido por el y-Terpinene con un 16.71%,
posteriormente el a-Terpinene que represento el 9.61%, continuando el a-Terpineol
con un 7.78%, asi mismo el p—Cymene con un 5.18%, después el Aromandendrene
con un 4.38% , compuestos que se les tribuye la actividad antimicrobiana frente a
bacterias causante de mastitis en estudio, y finalmente con un 26.69% representa

los otros compuestos de menor area en el cromatograma.
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Figura 16.

Porcentaje de los compuestos volatiles en mayor porcentaje del aceite esencial del
arbol de té (Melaleuca alternifolia) obtenido por arrastre de vapor.
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Ramadan et al. (2020) en su investigacion de la actividad antimicrobiana del aceite
esencial del arbol de té, en el analisis GC-MS identificé 40 compuestos volatiles,
de los cuales el compuesto volatil de mayor porcentaje es el Terpinen-4-ol con un
area del 44.41% y el y-Terpinene con un area de 21.88%, comparativamente los
resultados de la investigacion antes citada son ligeramente mayores a los obtenidos
en la presente investigacion, sim embargo, otros compuestos como el a-Terpinene
se expreso con un area del 6.83%, siendo valores menores a los obtenidos en la

presente investigacion.

Ossa et al. (2020) en su estudio cromatografico (GC-MS) del aceite esencial del
arbol de te (Melelauca alternifolia) obtuvo que el compuesto de mayor area fue el
Terpinen-4-ol con 39%, siendo ligeramente mayor a los encontrados en la presente
investigacion, sim embargo, y-Terpinene, se expreso en un area del 10%, siendo
este valor menor a los obtenidos en la presente investigacion. Se asume que dichas
diferencias son atribuidas a diversas caracteristicas agroecologicas necesarias para
el desarrollo del tejido vegetal y deposito de compuestos bioactivos, también al
tiempo de extraccion y equipos usados para la obtencion del aceite esencial que

influyen de manera cuantitativa en la concentracion de los compuestos volatiles.
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4.2. COMPROBACION DE HIPOTESIS

De acuerdo con el andlisis de la prueba de Kruskal-Wallis para grupos no
homogéneos (diferentes concentraciones Yy diferentes bacterias), podemos
determinar que existio un efecto altamente significativo (P<0.05) en la distribucién
de los halos de inhibicidn con relacion a la escala de sensibilidad, la misma que nos
determina el grado de actividad que posee el aceite esencial, en base a este resultado
rechazamos la hipotesis nula (Figura 17) y aceptamos la hipétesis alterna la misma
que no expresa que; Existe una efectividad antimicrobiana del aceite esencial del
arbol de té (Melaleuca alternifolia) frente tres géneros bacterianos aisladas de
mastitis bovina con un halo superior a 8 mm.

Figura 17.

Prueba de Kruskal-Wallis para los resultados de los halos de inhibicion en relacion
con la escala de sensibilidad descrita por Duraffourd et al. (1897).

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
P Prueba de
La distribucion de halo es la Kruskal-wallls Rechazar la
1 misma entre las categorias de N et ,000 hipétesis
Sensibilidad. p g i nula.
independientes

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es de ,05.

Tabla 19.

Frecuencias de los rangos encontrados en los analisis de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial del arbol de té frente a tres géneros bacterianos
aislados de mastitis bovina.

Escala de Sensibilidad N

Actividad nula < 8 mm 33

sensible > 8 mm — 14 mm 55
Halo muy sensibles > 14 mm — 20 mm 38
Inhibicion

sumamente sensible > 20 mm 24

Total 150
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5.1.

CAPITULO V
CONCLUSIONES

Fueron suficientes un total de 154 gramos de material vegetal para obtener
3.28 mL de aceite esencial de arbol de té (Melaleuca alternifolia) en un

tiempo de 3 horas.

El resultado del rendimiento en la obtencién del aceite esencial del arbol de
té fue de un 2.12%, es decir que por cada 100 g de material vegetal utilizado

en el procedimiento de destilado se obtendra 2.12 mL de aceite esencial.

Se evidencio diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.05) entre
los espectros antimicrobianos de las diferentes concentraciones planteadas
del aceite esencial del arbol de té sobre Escherichia coli, Klebsiella spp, y

Staphylococcus aureus causante de mastitis bovina.

Se logro determinar que para inhibir el 100% de los aislados de Escherichia
coli, Klebsiella spp y Staphylococcus aureus en estudio se requirid
concentraciones del aceite esencial del arbol de té del 50%, 20% y 10%

respectivamente, esto sin encontrar evidencia de medidas de halos <8 mm.

Cromotagraficamente el L-terpinen-4-ol se encontraba en un gran
porcentaje con un area del 34.02% en relacién con los otros compuestos
volatiles, seguido por el y-Terpinene con un 16.71%, posteriormente el a-
Terpinene que representd el 9.61%, continuando el a-Terpineol con un
7.78%, compuestos que se les tribuye la actividad antimicrobiana frente a
las bacterias causante de mastitis en estudio, y finalmente con un 36.25%

los otros compuestos de menor area en el cromatograma.
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5.2.

RECOMENDACIONES

Utilizar el hidrolato residual del procedimiento de destilacion en pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana con los patdgenos estudiados en la presente

investigacion.

Medir la actividad antimicrobiana que posee el aceite esencial del arbol de
té en diferentes patdgenos (Bordetella bronchiseptica) de otras fuentes

clinicas de aislamiento.

En pruebas de susceptibilidad de Escherichia coli, Klebsiella spp, y
Staphylococcus aureus utilizar una concentracién minima del 50% (T4) del
aceite esencial del arbol de té para inhibir en su totalidad el crecimiento en

pruebas in vitro.

Determinar si existe evidencia de otros compuestos bioactivos como

compuestos fendlicos de extractos vegetales del arbol de te.
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Anexo 1.

Lugar de la experimentacion

-

Fuente: (Google Earth, 2022).



Anexo 2.

Informe del analisis cromatografico
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Los compuestos fueron identificados con la Ubreria NIST14.L.
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Anexo 3

Base de datos

H

10

Escherichia coli

Caodigo T1:10% T2:20% T3:30% 50% 75% ]
R1 R ¥ RI1 R2Z x RI1 RZ ¥ R1 R2Z X Rl R2 X T0: Testigo (FOX30u9)

D002PI 2 2 2 6 5 55 9 8 85 11 12 115 16 18 17 19
DOO03PI 1 2 15 5 5 5 8 8 8 10 11 105 17 16 16,5 17
EAOOGPI 3 3 3 7 6 65 10 9 95 12 13 125 20 19 195 20
AROOIAI 1 2 15 6 6 6 7 9 8 11 10 105 16 18 17 16
ARO0OIAD 2 1 15 5 6 55 11 10 105 12 13 125 18 19 185 19
ARO02PD 2 3 25 4 5 45 9 9 9 11 10 105 21 20 205 18
AROOO4PD 2 2 2 6 5 55 8 7 75 10 10 10 18 19 185 17
ARO13PI 3 2 25 7 6 65 9 8 85 12 11 115 16 19 175 19
SVO0O01PI 3 4 35 5 7 6 9 10 95 12 14 13 22 22 22 20
SVO002PI 3 2 25 6 6 6 10 10 10 12 13 125 19 15 17 19




Klebsiella

# Codigo T1:10% T2:20% T3:30% T4:50% T5:75% ]
R1 R x RI1 R x Rl1 R2Z x Rl1 RZ x Rl R2 X Testigo (FOX3049)

1 EAOOGPD 8 8 8 10 9 95 14 14 14 17 18 175 21 23 22 24
2 EAQ007PI 8 5 65 11 12 115 15 16 155 17 19 18 20 24 22 20
3 EAQ08PI 6 7 65 11 11 11 13 14 135 19 19 19 22 23 225 19
4 EA012PD 4 3 35 13 12 125 16 13 145 17 16 165 25 24 245 15
5 EAO013Al 8 8 8 10 9 95 15 15 15 17 17 17 24 22 23 17
6 EAO4AD ¢ 7 7 10 10 10 14 13 135 19 18 185 21 23 22 20
7 ARO4PD 8 6 7 8 10 9 12 14 13 18 18 18 24 25 245 11
8  ARO015PI 8 8 8 11 12 115 15 15 15 17 18 175 24 24 24 19
9 ARO16PD 9 7 8 11 11 11 14 14 14 16 19 175 25 25 25 17
10 MCHOOIPD 8 8 8 10 9 95 15 13 14 18 17 175 25 23 24 15




Staphylococcus aureus

#  Cadigo T1:10% T2:20% T3:30% T4:50% T5:75% )
R1 R x Rl1 R x R1 RZ x RlI RZ x Rl R2 X TO: Testigo (FOX30u9)

1  DOO01Al 9 11 10 12 12 12 14 13 135 17 19 18 22 20 21 13
2  DOO4AlI 9 9 9 18 11 12 15 15 15 20 19 195 24 26 25 14
3 DO04AD 8 9 85 14 12 13 17 14 155 20 18 19 25 22 235 13
4 EAOQ001AI 10 11 105 13 11 12 15 13 14 17 19 18 27 27 27 16
5 EAO002PI 10 12 11 12 13 125 16 16 16 18 22 20 29 27 28 18
6 EAOOPD 9 10 95 11 12 115 15 15 15 20 20 20 28 29 285 22
7 EAQ04Al 8 10 9 14 13 135 15 14 145 23 24 235 27 27 27 23
8 EAO04AD 9 10 95 14 13 135 16 16 16 21 22 215 26 26 26 19
9 EAO05PI 11 11 11 15 12 135 17 16 165 19 21 20 25 25 25 20
10 EAQ09AI 11 9 10 14 13 135 15 15 15 18 20 19 24 25 oyg 21




Anexo 4

Fotografias del trabajo experimental

Foto 1. Seleccion del material vegetal Foto 2. Preparacion del material
vegetal

Foto 5. Seleccion de los cultivos Foto 6. Ajuste de la escala McFarladn
0.5%



Foto 7. Halos de inhibicion del 75% en  Foto 8. Halos de inhibicion del 50% y
Escherichia coli 75% en Klebsiella spp.

Foto 9. Halos de inhibicion del 50%y  Foto 10. Hans de |nh|b|C|on del 50%
75% en Staphylococcus aureus . y 75% en Klebsiella spp.

Foto 11. Halos de inhibicion del 50% y Foto 12. Halos de inhibicion del 50%
75% en Staphylococcus aureus . y 75% en Staphylococcus aureus .



Foto 13. Halos de inhibicion del 50% y Foto 14. Halos de inhibici()n del 50%
75% en Klebsiella spp y 75% en Klebsiella spp



Anexo 5.

Glosario de términos
o Adhesina: Componente de superficie de un microbio que se une con un

receptor celular.

o Agar: Polisacarido derivado de algas y que se utiliza como agente de

solidificacion para los medios de cultivo.

o Antibidtico: También denominados antibacterianos, son unas moléculas
que bloquean el crecimiento de ciertas bacterias y se prescriben habitualmente para

tratar infecciones bacterianas

o Bacteria: son microorganismos procariotas (células sin ndcleo, a diferencia
de las células eucariotas que tienen ndcleo y son las células que componen el cuerpo

humano), fueron de las primeras formas de vida que aparecieron en la Tierra.

o Beta-lactamasa: enzimas producidas por determinadas bacterias que le
confiere resistencia a los antibidticos beta-lactdmicos debido a su capacidad

hidrolizante del anillo beta-lactamico presente en sus estructuras quimicas.

o Contaminacidn: es la introduccion de un agente microbioldgico extrafio en

un alimento o en un ambiente estéril.

o Enterotoxina: Sustancia toxica producida por un grupo especifico de
microorganismos, generalmente estas sustancias son producidas por bacterias que

pertenecen a la familia de las Enterobacteriaceae.

o Espora: Son porciones encapsuladas que participan en la supervivencia y
dispersion de material bacteriano, el mismo que participa en la reproduccion, en
dependencia del microorganismo la formacion de esporas puede considerarse un

factor de virulencia.

o Gram negativa: grupo de bacterias procariotas que cuando se tifien con la
técnica de tincién de Gram se observan al microscopio de una coloracion rosa, o
fucsia debido a las caracteristicas de la membrana bacteriana la misma que posee

poca cantidad de peptidoglicano.



o Hidrogenaza: es un tipo de enzimas producidas por determinados
microorganismos, la cual se encarga de adicionar Hz al medio de crecimiento

microbiano, generalmente es producida por microorganismos anaerobios.

o Infeccidn: Colonizacion de un género bacteriano en el organismo vivo de
un animal.
o Inflamacidn: mecanismo de respuesta del organismo vivo del hospedador

cuando ocurre un determinado grado de lesion tisular ocasionada por diversos

factores.

o Inhibicion: se considerada como la disminucién del crecimiento bacteriano
ocasionada por muerte de los microorganismos presentes en un medio de

crecimiento generalmente propiciada por un agente inhibitorio.

o Lisis: se considera como la disrupcion o desintegracion de estructuras
celulares bacterianas generalmente su pared, lo que provoca desintegracion y

liberacion de los componentes citoplasmaticos.

o Medio de cultivo: es considerado una solucién compilada de polisacéridos

que favorecen el crecimiento microbiano con finalidad de estudio investigativo.

o Meséfilo: microorganismo biolégico el cual tiene la capacidad de crecer a

una temperatura que va desde los 18° C a los 45°C.

o Patogeno: microorganismo capaz de interactuar de manera negativo con la

organizacidn tisular del hospedador y causar un dafio.

o pH: se refiere a la escala de medicién del logaritmo de concentracién de

iones de hidrégeno presentes en una solucién.

o Quinolona: son un grupo de antimicrobianos cuyo mecanismo de accion
hace referencia a la inhibicion del ADN girasa impidiendo la transcripcion y

secuenciacion de bases del ADN a nivel ribosomal.

o Resistencia antimicrobiana: es la capacidad de un agente bacteriano de
resistir al mecanismo de accion de un agente farmacoldgico el cual puede ser un

antibiético.



o Turbidez: Escala de medida en base a la cantidad de moléculas suspendidas

en un medio liquido.

o Xenofilo: microorganismo con capacidades de crecer y resistir en medios

con bajo contenido de humedad.

o Zoonosis: Enfermedad que inicia su progresion patologica en el organismo

animal pero que puede ser transmitida al organismo humano






