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Resumen 
Se obtuvo extracto acuoso de hojas de orégano Origanum vulgare para determinar su actividad antibacteriana en 
vacas en producción con mastitis bovina destilándolo por arrastre de vapor, con 12 y 14% de concentración en 
compuestos fenólicos y se emulsionó (O/W) usando dos métodos: ultrasonido y agitación magnética. Para el 
diagnóstico se usó el test de California (CMT) y se confirmó mediante conteo de células somáticas (CCS) por 
citometría fija y unidades formadoras de colonias (UFC)/mL en cultivos de agares Manitol y MacConkey para 
Staphyloccocus aureus y Escherichia coli respectivamente. La aplicación de 5 mL del extracto emulsionado vía 
intramamaria posterior al ordeño y amamantamiento de la cría durante 3 días con cánulas de acero inoxidable. El 
ensayo se condujo  en un diseño completamente al azar y análisis de varianza con arreglo bifactorial; los 
resultados indican diferencias estadísticas no significativas para el CCS y UFC/mL entre las concentraciones (12 
y 14%) de compuestos fenólicos, no obstante, sí hubo diferencias significativas p < 0,05 para el método de 
elaboración ultrasonido en las UFC/mL para colonias de S. aureus y el CCS, por lo que se concluye que el 
producto tiene efecto inhibidor  sobre esta bacteria.  

Palabras clave:	Inflamación mamaria, células somáticas, emulsión, S. aureus, agitación magnética 

Abstract 

Aqueous extract of oregano leaves Origanum vulgare was obtained to determine its antibacterial activity in cows 
in production with bovine mastitis distilled by steam entrainment, with 12 and 14% concentration in phenolic 
compounds and it was emulsified (O/W) using two methods: ultrasound and magnetic stirring. For the diagnosis, 
the California test (CMT) was used and confirmed by somatic cell count (SCC) by fixed cytometry and colony-
forming units (CFU) / mL in Mannitol and MacConkey agar crops for Staphyloccocus aureus and Escherichia 
coli respectively. The application of 5 mL of the emulsified extract via intramammary after milking and 
breastfeeding for 3 days with stainless steel cannulas. The trial was conducted in a completely randomized 
design and analysis of variance with bifactorial arrangement; The results indicate non-significant statistical 
differences for the CCS and CFU / mL between the concentrations (12 and 14%) of phenolic compounds. 
However, there actually were significant differences p <0.05 for the method of ultrasound processing in the CFU 
/ mL for colonies of S. aureus and the CCS, so it is concluded that the product has an inhibitory effect on this 
bacterium. 

Keywords:	Breast inflammation, somatic cells, emulsion, S. aureus, magnetic stirring 
 

 

INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial las pérdidas económicas por mastitis 
bovina se han estimado en $ 35 mil millones anuales 
(Wellenberg et al., 2002) y es considerada la enfermedad 

infecciosa del ganado lechero de mayor impacto 
económico, debido a una disminución en la producción 
de leche y deterioro de la calidad (Ceron-Muñoz et al., 
2002). Esta enfermedad puede presentarse en forma 
clínica, subclínica o crónica (Wellenberg et al., 2002), así 
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mismo Cotrino (2003) estima que el 10% de los casos de 
mastitis corresponden a la forma clínica y casi el 90% a 
la subclínica; esto coincide con lo expresado por la OEA 
(2003), al señalar que las grandes pérdidas en producción 
láctea son ocasionada fundamentalmente en la forma 
subclínica. La prevalencia mundial de la infección de los 
microorganismos patógenos de la mastitis es 
aproximadamente del 50% en vacas lecheras, y el nivel 
de infección de los cuartos del 25% (Radostis, 2001). 

En Ecuador en el año 2015 se estimaba una población de 
alrededor de 4,12 millones de cabezas de ganado; de las 
cuales en Manabí existen 893 mil que representan el 
21,7%, seguido por Esmeraldas con 331 mil bovinos. 
Manabí es la provincia que lidera a nivel nacional el 
número de cabezas de ganado vacuno; sin embargo, no se 
destaca en la producción y venta de leche, registrándose 
610 mil litros de leche a nivel nacional. Las provincias 
más representativas se centran en la Sierra, se exhibe a 
Pichincha con 17,93%, seguida por Cotopaxi con el 
10,63%, al ostentar Manabí el 12,24% se sitúa en un 
segundo lugar respecto a la producción de leche 
(ESPAC, 2014). Es de considerar que esta provincia ha 
mantenido índices de mastitis producto de la infestación 
de los cuartos mamarios de las vacas en producción. En 
Manabí, se determina que la prevalencia de mastitis 
subclínica en ganaderías de Portoviejo, el valle Carrizal-
Chone y zonas áridas es de 21,5% (Delgado y Zambrano, 
2003) y en el cantón Rocafuerte, zona centro de esta 
provincia, la prevalencia alcanza el 38,57% en vacas de 
ordeño (Avellán et al., 2019). 

Cuadro 1. Microorganismos contagiosos y ambientales 
de mastitis bovina 

M. contagiosos Referencia 
bibliográfica 

Staphylococcus aureus Zadoks (2002) 
Aguilar et al. (2014) 

Streptococcus agalactiae Rossitto et al. (2002) 
Mycoplasma spp Zadoks et al. (2011) 

M. ambientales Referencia 
bibliográfica 

Escherichia coli Rossitto et al. (2002) 
Klebsiella spp Bedolla et al. (2007) 
Streptococcus dysgalactiae Bolaños, (2012) 
Streptococcus uberis Raspanti et al. (2016) 
Enterococcus spp Castañeda et al. (2013) 

Mastitis en la leche. - En el cuadro 1, se indican algunas 
bacterias causantes de mastitis bovina, que están 
presentes en la leche, alteran su calidad y propiedades; 
entre estos microorganismos se encuentran los 
Mycoplasmas spp, que carecen de pared celular y son 
muy resistentes a las condiciones ambientales. La 
afectación con estos agentes se traduce en una 
disminución repentina de la producción y calidad de la 
leche, también porque la infección no responde a un 
tratamiento antibiótico especifico y su propagación se 
puede dar de forma muy rápida (Butler et al., 2000). Otro 

agente infeccioso es, E. coli, bacteria ambiental causante 
de mastitis subclínica y clínica que produce 
manifestaciones sistémicas, leves, moderadas o severas 
en vacas en periodo seco o en producción, generando 
problemas en salud pública, porque dichos 
microorganismos pueden ser transmitidos al ser humano 
a través de la leche (Cely y Meneses, 2004). Reinemann, 
(2012). El control de estos microorganismos, cuando son 
detectados, conlleva al uso indiscriminado de 
antibacterianos, pudiendo crear resistencias por sus 
mutaciones y conducir a ineficacias en el tratamiento con 
las penicilinas que son bactericidas  susceptibles de ser 
destruidos por la acción de las enzimas b-lactamasas 
producidas por las bacterias (Wright, 1999 y Penicillin-
Mechanism, 2003). 

La necesidad de minimizar los riesgos de toxicidad y 
resistencia bacteriana en el uso de antibióticos para el 
control de los microorganismos causantes de la mastitis 
bovina, hace  que el presente trabajo se proponga 
potenciar el efecto del extracto de orégano (Origanum 
vulgare L) que son aceites esenciales naturales, con 
propiedades antibacterianas, obtenidos de vegetales que 
crecen de manera silvestre. Garay y Torrez (2015), 
evaluaron la actividad antibacteriana del aceite de 
orégano in vitro, en cepas de Escherichia coli (ATCC 
25922) y Staphylococcus aureus y se concluyó que el 
aceite esencial de las hojas de orégano, tiene efecto 
antibacteriano sobre estas bacterias, efecto que podría 
mejorar si se lo emulsiona. La finalidad de una emulsión 
es lograr que los compuestos de naturaleza hidrofílica e 
hidrofóbica coexistan de manera más estable (Hsieh et 
al., 2006), lo que se logra con la disminución de la 
tensión superficial entre dos líquidos inmiscibles y la 
disminución del tamaño de gota, con la utilización de 
emulgentes, lo que además mejora el transporte de 
moléculas activas a través de las membranas biológicas y 
aumenta la relación superficie área/volumen, 
conduciendo  a una mejorada funcionalidad, como 
plantea  Salvia-Trujillo et al. (2015).  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Ubicación de la investigación.-  Se efectuó en el 
Campus Politécnico de la Escuela Superior Politécnica 
Agropecuaria de Manabí Manuel Félix López, ubicada en 
el sitio El Limón, entre las coordenadas 0º 49’ 23” 
Latitud Sur; 80º 11’ 01’’ Longitud Oeste y una altitud de 
15 msnm, en el cantón Bolívar provincia de Manabí. Para 
el ensayo se consideraron vacas de la unidad de 
producción bovina de esta universidad y dos hatos 
ganaderos de la localidad.  

Material experimental. - Se analizaron 44 muestras de 
leche de igual número de cuarterones diagnosticados con 
mastitis bovina mediante CMT y confirmadas por CCS y 
UFC/mL, en medios de cultivo agar Mackonkey y 
manitol para identificación de Staphiloccocus aureus y 
Escherichia coli respectivamente.  
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Se utilizó un Diseño Completamente Aleatorizado con 
arreglo factorial 2x2 representado por: métodos de 
elaboración del extracto acuoso de orégano (ultrasonido y 
agitación magnética) y concentraciones de compuestos 
fenólicos del extracto acuoso (12 y 14%). Las variables 
medidas fueron: conteo de células somáticas (CCS) y 
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). 

Procedimiento.- Se recolectaron ramas con hojas de 
orégano del entorno y seleccionaron las de mejor estado 
(tiernas, fresca y sin daños), se lavaron con agua de la 
llave y destilada, luego se secó a temperatura ambiente 
interna de 25-30 grados centígrados. El extracto se 
obtuvo mediante el método de destilación con arrastre de 
vapor (Günther, 1948), con un equipo de destilación de 
material de vidrio y caucho acoplado a una fuente 
térmica, armado y operado en el laboratorio de Química 
de la ESPAM MFL, se emulsionó el extracto de orégano 
con goma arábiga al 0,25% y tween 80 al 0,75% p/p, 
disueltos en extractos con concentraciones de 12 y 14% 
de compuestos fenólicos en vasos de vidrio de 250 mL y 
por agitación magnética con una barra magnética en un 
equipo calentador-agitador modelo HSD 180  durante 15 
minutos a 3500 rpm. La agitación magnética sigue siendo 
la opción más conveniente para elaborar suspensiones 
(Jong et al., 2013) y además,  por cavitación con un 
equipo de ultrasonido Chendke y Fogler (1975), modelo 
VWR 75T. La actividad antibacteriana del extracto se 
determinó previa aplicación en las ubres de 5 mL vía 
intramamaria con cánulas de acero inoxidable, por el 
método semicuantitativo de incorporación en placa de 
cultivo y sembrado en agar por estrías continuas. El 
medio de cultivo empleado fue agar Macconkey y 
Manitol, esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 
min. El agar sal manitol es una fórmula diseñada por 
Chapman, (1945), para la diferenciación de estafilococos 
positivos a la coagulasa (por ejemplo, Staphylococcus 
aureus) de los estafilococos negativos a la coagulasa, 
(Bannerman, 2003). Se realizaron las pruebas 
confirmativas de los microorganismos antes de cada 
aplicación intramamaria del extracto emulsionado de 
orégano. Las muestras de leche se inocularon en medio 
agarizado, previamente fundido, enfriado a 45°C.y se 
incubaron a 37°C durante 24 horas. Transcurrido el 
periodo de incubación se efectuó la lectura de las 
UFC/mL mediante un contador digital. Para los ensayos 
de conteo de células somáticas, (Sixtos, 2011), se 
recabaron las muestras con protocolos de asepsia, en 
viales que contenían el conservante bromopol y enviadas 
al laboratorio de la universidad Politécnica Salesiana. La 
metodología que se utilizó es la ISO13366- 2/IDF148-
2/2006. 
 
Análisis estadístico.- Los resultados obtenidos de las 
observaciones de las variables concentración (12 y 14%) 
y métodos (ultrasonido y agitación magnética),  se 
analizaron a través del análisis de varianza. Previamente 
se comprobó la normalidad de los datos (Prueba Shapiro-

Wilks) y la homogeneidad de varianza (Prueba de 
Bartlett).  

Se realizó pruebas de comparación de medias al 5% 
(Tukey) en las fuentes de variación que resultaron 
significativos, estadísticamente. 
Se empleó el software estadístico SAS Versión 9.4 
(2013). 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados de los ensayos de 44 muestras de leche de 
vacas con mastitis, para UFC/mL de Staphiloccocus 
aureus presentan diferencias significativas (p< 0,05) para 
el método del ultrasonido y agitación magnética, no así, 
para UFC/mL de E. coli, de igual forma presentó 
diferencias estadísticas para el CCS por el método del 
ultrasonido; no así, para el de agitación magnética a 3500 
rpm, como lo muestra el cuadro 2. Al respecto Ramírez 
et al. (2002) indican que en emulsiones el diámetro de 
gota está en relación con la velocidad de agitación, es 
como decir que el tamaño de las gotas depende de la 
agitación. El mismo autor ensayó con 2000 rpm con un 
tamaño de gota de cerca de 30 micras, mientras que a 
8000 rpm alrededor de 9 micras, en el presente ensayo se 
realizó a 3500 rpm en el método de agitación magnética.  

Cuadro 2. Variables en estudio 
Variables MS F P 
Concentraciones: 
12 y 14% 

5.420E±12 1,36 0,2497 

Métodos: ultrasonido y 
agitación magnética 165,9E±13 4,18 0,0476 

 
Las bacterias ambientales, cuyo reservorio es el ambiente 
donde permanecen los animales y no las glándulas 
mamarias infectadas, son Estreptococos ambientales y en 
menor medida los coliformes (Soca et al., 2005). Así 
mismo, investigadores determinaron que S. aureus es la 
principal causa de infección intramamaria en los 
rumiantes (Mullarky et al., 2001; Zadoks, 2002), por lo 
que se le considera el agente causal más importante y 
frecuente de la mastitis bovina (Sordelli et al., 2000; 
Tollersrud, 2000; Fitzgerald et al., 2001). No obstante, 
los microorganismos contagiosos, tienen su hábitat en la 
glándula mamaria bovina y se transmiten generalmente 
durante el ordeño de las vacas. 

 El uso del método ultrasonido mostró mejor efectividad 
en la emulsión al incrementar la actividad antibacteriana 
del extracto, por lo que se considera una técnica de 
procesamiento sustentable, debido a que típicamente 
emplea menos tiempo, agua y energía (Chemat et al., 
2011). Por otra parte (Kaltsa et al., 2014), consiguieron 
reducir el tamaño del glóbulo en emulsiones con aislado 
de proteína de suero y goma xantana aumentando la 
potencia ultrasónica o la duración del tratamiento con 
ultrasonidos. Lad y Murthy, (2012) disminuyeron el 
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tamaño medio del glóbulo en emulsiones con proteína de 
leche de coco después del tratamiento con ultrasonidos. 
Infusiones tanto de aceites esenciales como de extractos 
de plantas (ya sean acuosos o etanólico) se pueden usar 
en formulaciones antimicrobianas ya que tienen actividad 
contra cepas de bacterias gram positivas y negativas 
(Nazia et al., 2007, Saeed y Tariq, 2009 y Martins et al., 
2014). La disminución en el conteo de células somáticas 
y la disminución de las UFC/mL para S. aureus, indican 
la actividad antibacteriana del extracto acuoso 
emulsionado de orégano. Esta acción en los aceites 
esenciales se debe a su capacidad para descomponer la 
pared celular bacteriana y por lo tanto da como resultado 
la destrucción de las células (Ghosh et al., 2012). Por 
consiguiente, al considerar la emulsión del extracto y su 
funcionalidad debido a la disminución del tamaño de 
gota en una mezcla oleosa y acuosa, presentan una   
mayor reactividad química y son más bioactivas que las 
partículas más grandes; por su tamaño tienen mejor 
acceso a cualquier cuerpo y por tanto la probabilidad de 
entrar en células, tejidos y órganos (Lugo-Medina et al., 
2010). 

Cuadro 3. Promedio de células somáticas para los dos 
métodos de elaboración de la emulsión del 
extracto de orégano 

Métodos 
Promedios de 

células 
somáticas  

Error 
Estándar Ámbito 

Ultrasonido 1,94         ± 3,18 A 
Agitación 
Magnética 3,16           ± 4.0 B 

El cuadro 3 denota que la media de los grupos, 
disminuye en el método ultrasonido (A) en relación al de 
agitación magnética (B), lo que demuestra que si existe 
diferencia significativa para el conteo de células 
somáticas. 
Cuadro 4. Promedios de células somáticas en las dos 

concentraciones de compuesto fenólicos en 
el extracto de orégano, para agitación 
magnética 

Concentraciones 
Promedios 
de células 
somáticas 

Error 
Estándar Ámbito 

12% 1,73 x 106 ± 546964 A 
14% 1,915 x106 ± 466194 A 

 
En el cuadro 4, se hace referencia a que las 
concentraciones utilizadas no influyeron estadísticamente 
en las variables concentraciones (12 y 14%) de 
compuestos fenólicos del extracto acuoso en la mastitis 
bovina; sin embargo, el efecto antibacteriano del extracto 
de orégano presentó la disminución en el CSS y 
UFC/mL, posterior a la aplicación del extracto, como se 
observa en las figura 1 y 2 de medios de cultivos 
microbianos, antes y después de la aplicación del 
extracto de orégano emulsionado. La actividad 

antibacteriana de los aceites esenciales se debe a su 
capacidad para descomponer la pared celular bacteriana 
y, por lo tanto, da como resultado la destrucción de las 
células (Ghosh et al., 2012).  

Figura 1. Colonias en cultivo de manitol antes del 
tratamiento 

 
En la figura 1 se observa la placa con colonias de 
bacterias, luego de 24-48 horas a (37ºC) y en el medio su 
cambio de coloración con las colonias circulares de gris a 
amarillo dorado intenso. Los estafilococos coagulasa (+) 
(S. aureus), producen colonias de color amarillo y un 
medio circundante de color amarillo, mientras que los 
estafilococos negativos a la coagulasa producen colonias 
de color rojo y no provocan cambios en el color del 
indicador rojo fenol (Chapman, 1945), se observan en 
agrupaciones que asemejan racimos de uva.  

La figura 2 muestra la disminución de las unidades 
formadoras de colonias en el medio de cultivo manitol, 
donde no se observa cambios de coloración después de 
la tercera aplicación del extracto de orégano 
emulsionado. 

 
Figura 2. Colonias en el medio de cultivo manitol 

después del tratamiento 
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La emulsión del extracto mediante el método de 
ultrasonido logró mejor funcionabilidad, al disminuir el 
tamaño de las gotas de grasas, debido al efecto de 
cavitación, lo cual logra incrementar la actividad 
bacteriostática del extracto. La reducción en el tamaño de 
partícula no solo mejora el transporte de moléculas 
activas a través de las membranas biológicas, sino que 
además aumenta la relación de superficie área/volumen, 
lo que conduce a una funcionalidad mejorada (Salvia-
Trujillo et al., 2015). 

 
CONCLUSIONES 

La aplicación intramamaria del extracto acuoso 
emulsionado de orégano Origanum vulgare en vacas 
infectadas, presentó disminución del CCS y de S. aureus 
con una diferencia estadística (p<0,05) para el método 
del ultrasonido, determinando el efecto inhibitorio sobre 
estas bacterias en la mastitis bovina. 
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