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RESUMEN

Introduccién: la mastitis bovina es el mayor problema en la produccion lechera,
causada principalmente por bacterias grampositivas. La busqueda de principios
activos que actien en esos microrganismos es creciente, sobre todo por la ocurrencia
de multirresistencia bacteriana.

Objetivos: evaluar la concentracion bactericida minima del aceite esencial de
Origanum vulgare L. (orégano) frente a bacterias aisladas de leche mastitica.
Métodos: se evalud la actividad antimicrobiana del aceite esencial de O. vulgare
frente a 71 bacterias aisladas de leche bovina, de los géneros Streptococcus,
Staphylococcus y Corynebacterium; y 3 cepas patron de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La técnica utilizada fue de dilucién en
microplaca.

Resultados: la concentracion bactericida minima media varié de 0,23 a 2 % frente a
las bacterias aisladas de leche bovina, con la menor concentracién para el género
Streptococcus y la mayor para Staphylococcus coagulasa negativa. En cuanto a las
cepas patrones la concentracion bactericida minima fue de 3,17 y 0,35 % para S.
aureus y Escherichia coli, respectivamente; no present6 efecto para Pseudomonas
aeruginosa.

Conclusiones: en los resultados se comprobo la actividad in vitro del aceite de
orégano frente a las bacterias relacionadas con la mastitis bovina.
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ABSTRACT

Introduction: bovine mastitis is a major problem in dairy production, mainly caused
by Gram-positive bacteria. The search for active ingredients that act upon these
microorganisms is growing due to occurrence of bacterial multiresistance.
Objectives: to assess the minimum bactericidal concentration (MBC) of Origanum
vulgare L. (oregano) essential oil against bacteria isolated from mastitic milk.
Methods: the antimicrobial activity of O. vulgare essential oil was measured against
71 bacteria from the genera Streptococcus, Staphylococcus and Corynebacterium
isolated from the bovine milk and against three pattern strains, that is, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The technique was dilution in
microplate.

Results: the mean minimal bactericidal concentration (MBC) ranged from 0.23 % to
2 % against the bacteria isolated from bovine milk, with the lowest concentration for
Streptococcus genus and the highest for coagulase-negative Staphylococcus.
Regarding the pattern strains, the MBC was 3.17 % and 0.35 % for S. aureus and
Escherichia coli respectively and showed no effect for Pseudomonas aeruginosa.
Conclusions: the results confirmed the in vitro activity of Origanum vulgare L. oil
against the bovine mastitis-related bateria.

Key words: Origanum vulgare, mastitis, antimicrobial.

INTRODUCCION

La mastitis bovina es causada principalmente por agentes bacterianos, de los cuales
son mas frecuentes los que pertenecen a los géneros: Staphylococcus, Streptococcus
y Corynebacterium. Bacterias gramnegativas, como Escherichia coli y Pseudomonas
spp., también causan mastitis, pero con menos frecuencia.® Ademas de causar
perjuicios por la reduccién de la calidad y cantidad de leche, la mastitis puede
aumentar el riesgo de la presencia de residuos antimicrobianos, por el uso de
antibiéticos en el tratamiento de la mastitis clinica.??

La busqueda de nuevos principios activos que actien en los principales
microrganismos causantes de enfermedades, tanto en el hombre como en animales,
es creciente.” Los productos naturales pueden ser tan eficientes como los producidos
por la sintesis quimica. Diversos condimentos como ajo, orégano, tomillo y muchos
otros, han demostrado actividad antimicrobiana, lo que explica su utilizacion
histérica.>®

Origanum vulgare L. (orégano) es una planta perenne, perteneciente a la familia
Lamiaceae. Originario de la region del Mediterraneo, también cultivado en Europa,
Asia y Taiwan y en América del Sur. Su principal productor es Chile, pero también es
producido en Bolivia, Perd, y en menor escala, en Argentina y Uruguay. El orégano
presenta como componente principal un aceite esencial, con mas de 34 compuestos
activos, de los cuales los fenoles como carvacrol, timol, a-terpeno y p-cimeno pueden
alcanzar entre 80,2 y 98 % de la composicién del aceite.”™®

Existen muchos estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano, que son indicados como bactericidas e insecticidas, los
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cuales presentan actividad antimicrobiana comparable, o incluso mayor, que los
compuestos tipicamente utilizados para estos propésitos.*°

El objetivo del trabajo consistié en evaluar la concentraciéon bactericida minima (CBM)
del aceite esencial de orégano frente a bacterias de origen de leche mastitica y cepas
patrones.

METODOS
Aceite esencial de orégano

Las muestras de orégano (O. vulgare) de origen peruano fueron adquiridas de la
distribuidora comercial. Para la obtencion del aceite la planta fue sometida a
extraccion por hidrodestilacion en aparato de Clevenger, segin la Farmacopea
Brasilefia (1988)." El analisis del aceite esencial fue realizado por cromatografia
gaseosa con detector de ionizaciéon por llama (CG/DIC). La extraccion y el andlisis se
realizaron en el Laboratorio de Fitoquimica de la UFPel. Los demas examenes fueron
realizados en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Federal de Pelotas (UFPel).

Aislados bacterianos

Las bacterias utilizadas fueron de los géneros Streptococcus (18), Staphylococcus
(36) y Corynebacterium (17), aisladas de leche bovina con diagndstico de mastitis
clinica o subclinica y cepas de referencia de Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) y Escherichia coli (ATCC 8739). Para la
obtencién de los aislados, las muestras de leche se sembraron en agar sangre ovino y
se incubaron en estufa a 36 °C por 48 h, se caracterizaron por el método de
coloracién de Gram y pruebas bioquimicas.'? Las muestras patrones se obtuvieron de
la Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Actividad antimicrobiana

Para determinar la concentracion bactericida minima (CBM) del aceite esencial de
orégano frente a las cepas bacterianas, se utilizé el método de microdiluciéon en caldo,
de acuerdo con lo descrito en el documento CLSI M7-A6 (2005) adaptado para
fitoterapeutas.*® Los microorganismos fueron activados a través de cultivo en caldo
BHI a 37 ©C, en agitacion por 24 h. Posteriormente, se ajustaron en escala 2 de Mac
Farland y se diluyeron en medio Muller-Hinton, para alcanzar la concentraciéon
bacteriana final de 10°-10° UFC/mL. El aceite de O. vulgare se diluyé en base
logaritmica 2, alcanzando las concentraciones de 16 y 0,063 %. El experimento se
realiz6 en triplicado y las diluciones en agua con Tween 20 a 1 %, asi como se
realizaron controles de crecimiento bacteriano (in6culo/medio) y de esterilidad del
aceite (aceite esencial/medio). Las microplacas se incubaron a 36 ©C por 48 h en
agitacion a 100 rpm. A continuacion 5 pL de cada cultivo se replicoé en placas de agar
sangre que quedaron en estufa a 36 ©C por 24 h. La CBM se determiné por la menor
concentracion del aceite donde no hubo crecimiento bacteriano en las placas de agar
sangre.
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RESULTADOS

En relacion con los compuestos detectados por el analisis cromatografico de la
muestra de orégano utilizada, se observé mayor concentracion de o-terpineno, 4-
terpineol, timol y baja concentracién de carvacrol. Otros 2 picos aparecen en el
analisis cromatogréafico, el primero aproximadamente a los 14 min de retencion,
tiempo esperado para el A-terpineno y, el segundo, a los 17 min, tiempo esperado
para el cis-sabineno-hidratado (Fig.).
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Picos de los patrones: 1: w-pineno, 2: canfeno, 3: p-pinenc, 4: mirceno, 5: «-terpineno,
6: p-cimeno, 7: limoneno, 8: 1,8-cineol, 9: terpinolena, 10: linalol, 11: d4-terpineal,
12: p-terpineal, 13: timol, 14:carvacrol.

Fig. Cromatografia del aceite esencial de orégano obtenido por hidrodestilacion en
Clevenger.

En este trabajo se evaluaron las diferentes concentraciones del aceite esencial de
orégano frente a 71 bacterias aisladas de leche, con resultado positivo al California
mastits test (CMT) y 3 cepas patrones. La CBM media varié de 0,23 a 2 % frente a las
bacterias aisladas de leche, la menor concentracidon resulté para el género
Streptococcus y la mayor para Staphylococcus coagulasa negativa (tabla). En relacion
con las cepas patrones, la CBM resulté de 3,17 y 0,35 % para Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, respectivamente; no presenté efecto para Pseudomonas
aeruginosas en las concentraciones examinadas.
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Tabla. Concentracion bactericida minima (CBM) —media, maxima v minima— del
aceite de arégano ante microorganismaos aislados de leche bovina

Microorganismas M CBM %
Media rMinima-rMaxima
Staphylocoocus gureus ATCC 1 3,17 -
Staphylococous intermedius = 1,E5 1,0-2,52
Staphylococcus aureus 13 0,65 0,31-1,26
Staphylococcus coagulasa positivo B 1,53 0,5-8,0
Staphylococous coagulasa negativo | 6 2,00 0,5-5,04
Streptococcus agalactiae a] 0,93 0,16-2,52
Streptococcus dysgalactiae & 0,42 0,13-1,26
Streptococcus wherls 3 0,68 0,31-2,00
Streptococcus sp, 3 o,z23 0,13-0,63
Coryhebacterium sp. 17 0,60 0,4-1,0
Feaydormonas aeruginosa ATCC 1 =16,00 -
Escherichia colf ATCC 1 0,35 -

DISCUSION

La accién antimicrobiana del aceite de orégano ha sido objeto de investigacion que
justifica su uso popular en la preparaciéon, conservacion de alimentos y como
medicinal. La variacion de sus constituyentes tiene interferencia en esa actividad.'* Se
clasificaron muestras indianas analizadas por ellos y las compararon con la de otros
autores, basado en los componentes en mayor cantidad, determinando quimiotipos.
Utilizando esta misma clasificacion, se puede definir que el aceite utilizado en ese
trabajo posee timol y terpenos en cantidad semejante. En muestras adquiridas en el
mercado brasilefio, se puede demostrar la presencia de grandes variaciones de
constitucién, incluso muy semejantes a las encontradas en el presente trabajo.*®

Otros autores evaluaron actividad antibacteriana del aceite esencial de O. vulgare,
donde comprobaron su efecto antimicrobiano frente a bacterias grampositivas como
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus y sobre bacterias gramnegativas.'® La accién
de extracto sobre Pseudomonas aeruginosa ya fue demostrada con concentracion de
inhibiciéon minima (CIM) del aceite de orégano de 12 %. La CBM fue mayor para la
cepa patron de Staphylococcus aureus que para los aislados de campo, con resultado
semejante al citado por otros autores.’

El aceite de orégano resulté mas eficaz para Escherichia coli con 0,35 % de CBM.'® Se
encontroé a través de la técnica de difusién en agar un halo de inhibicion de 29,5 + 3,4
mm, considerandose el halo de inhibicion a partir de 4 mm.

Rehder y otros®® estudiaron el aceite esencial de 2 especies de Origanum (O. applii y
O. vulgare) que presentaron actividad contra las bacterias Salmonella choterasuis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecium.
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O. vulgare demostro actividad in vitro frente a las bacterias grampositivas y
gramnegativas, con CBM menor para Streptococcus sp., lo que justifica nuevos
analisis con aceite de orégano en examenes in vivo.
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