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Resumen

La mastitis bovina es una enfermedad que re-
duce la produccién leche en todo el mundo.
Existen diversas causas, como las de origen
bacteriano, principalmente por Staphylococcus
coagulasa positivo. El tratamiento con antibidti-
cos es la opcidn y la desinfeccidn de las areas de
ordefo es la herramienta de prevencion. El uso
de sustancias naturales con caracteristicas an-
timicrobianas se ha incorporado a los procesos
de desinfeccion para minimizar la toxicidad de
productos quimicos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la efec-
tividad de un desinfectante a base del aceite
esencial de clavo de olor sobre S. coagulasa po-
sitiva, causante de la mastitis bovina. El estudio
fue experimental y se realiz6 en el laboratorio de
microbiologia del Sena-Cedagro; por triplicado,
se desarrollaron extracciones de aceite esencial
de clavo de olor por hidrodestilacién. A partir de
estas, se prepararon tres soluciones de diferen-
tes concentraciones: 50 mg/ml (T3), 100 mg/ml
(T2) y 150 mg/ml (T1). La accién bactericida in
vitro se evalué mediante difusién en agar frente
a cepas de Escherichia coli, S. aureus'y Salmonella
tiphymurium sobre discos de papel filtro. Se ob-
servaron halos de inhibicion de mayor didmetro
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para S. aureus y E. coli que para S. tiphymurium
en la concentracién de 150 mg/ml. Se preparé
un desinfectante de aceite esencial al 15% y se
utilizé en superficies del drea de ordefio donde
el ganado vacuno tiene contacto directo con
los equipos de la finca El Caney, asi como el co-
munmente utilizado hipoclorito de sodio a 100
ppm. Se tomaron hisopados antes y después de
la desinfeccidn, mostrando una disminucién en
el crecimiento de S. coagulasa positiva en ambos
Casos.

Estadisticamente, hubo diferencias significativas
entre los resultados microbioldgicos de las dos
etapas experimentadas: en la accién bactericida
del aceite esencial de clavo de olor sobre los mi-
croorganismos S. aureus, E. coliy S. tiphymuriumy
en los analisis microbiolégicos en los que se uti-
lizaron soluciones de clavo de olor e hipoclorito
de sodio para la desinfeccion.

Palabras clave: Desinfeccion, microbicida, efec-
tividad, ganaderia, prevencién

Abstract

Bovine mastitis is a disease that reduces milk
production worldwide. There are several causes,
such as those of bacterial origin, mainly Staph-
ylococcus coagulasa positive. Antibiotic treat-
ment is the option and disinfection of the tidying
areas is the prevention tool. The use of natural
substances with antimicrobial characteristics
has been incorporated into disinfection process-
es to minimize the toxicity of chemical products.
The objective of the study was to evaluate the
effectiveness of disinfectant based on clove es-
sential oil on S. coagulasa positive, the cause of
bovine mastitis. The study was experimental and
was carried out in the microbiology laboratory
of SENA-CEDAGRO; in triplicate, extractions of
clove essential oil were developed by hydrode-
sorption. From these, three solutions of different

concentrations were prepared: 50 mg / ml (T3),
100 mg / ml (T2) and 150 mg / ml (T1). The in
vitro bactericidal action was evaluated by agar
diffusion against Escherichia coli, S. aureus and
Salmonella tiphymurium strains on filter paper
discs. Inhibition halos of larger diameter were
observed for S. aureus and E. coli than for S. ti-
phymurium at the concentration of 150 mg / ml.
A 15% essential oil disinfectant was prepared
and used on surfaces in the sorting area where
cattle have direct contact with equipment on
the El Caney farm, as well as the commonly used
sodium hypochlorite at 100 ppm. Swabs were
taken before and after disinfection, showing a
decrease in the growth of S. coagulasa positive
in both cases. Statistically, there were significant
differences between the microbiological results
of the two stages tested: in the bactericidal ac-
tion of clove essential oil on S. aureus, E. coli and
S. tiphymurium microorganisms and in the mi-
crobiological analyses in which clove and sodi-
um hypochlorite solutions were used for disin-
fection.

Keywords: Disinfection, microbicide, effective-
ness, livestock, prevention

1. Introduccion

La mastitis bovina es una enfermedad que se
caracteriza por causar importantes pérdidas
econdémicas en la ganaderia. Es causada por la
inflamacién de la glandula mamaria con multi-
ples sintomas para el animal, una disminucién
de la produccion de leche de hasta el 60% y
la trasmisién de microorganismos patégenos
a los consumidores (Acosta Moreno, Mira Her-
nandez, & Posada Arias, 2017). Hay que tener
en cuenta que es una enfermedad multifacto-
rial, pero en la mayoria de los casos su etiolo-
gia corresponde a microorganismos patége-
nos presentes en las manos del ordenador, en
el agua y el entorno. Algunos autores afirman
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que microorganismos Gram positivos como el
Strepcotoccus agalactiae, pueden presentarse
en el 23,9%y Staphylococcus aureus en el 10,2%
(Ramirez, 2001). Existen dos tipos de mastitis
subclinicay clinica (Gonzalo & Morales C, 2017).

Existen programas para prevenir y controlar de
la mastitis, una vez diagnosticada la enferme-
dad, el tratamiento de eleccion es la aplicacion
de antibiéticos de amplio espectro.

La presencia de S. aureus puede prevenirse ga-
rantizando unas buenas practicas pecuarias, la
limpieza y desinfeccion de los elementos de or-
deno, asi como el correcto lavado de manos de
los trabajadores.

Los métodos de desinfeccidon incluyen sustan-
cias quimicas como el cloro, el yodo y los amo-
nios cuaternarios, todos estos productos se re-
lacionan con la contaminacién quimica de los
alimentos cuando por excesos dejan residuos
en las superficies desinfectadas. Por ello, en la
actualidad se utilizan cada vez mas productos
naturales con propiedades antimicrobianas.

A las especias se les atribuyen propiedades
bactericidas, antifingicas y antivirales, que han
dejado resultados favorables y por ello han
sido ampliamente utilizadas en la industria de
médica, cosmética y alimentaria (Aguilar Gon-
zdlez & Lépez Malo, 2013).

De las sustancias con esas caracteristicas, tene-
mos los aceites esenciales y sus componentes
cuyas propiedades antibacterianas estan sien-
do utilizadas en diversas éreas, el efecto pare-
ce estar relacionado con su caracter lipofilico,
que lleva a la acumulacién en las membranas
y, posteriormente, a eventos asociados como el
agotamiento de la energia. Presentan un efecto
antibacteriano contra las bacterias Gram nega-
tivas, ya que ellas tienen una membrana exter-
na rica en lipopolisacaridos que proporciona

una superficie hidrofilica (Granados, 2014).

Los aceites esenciales son las fracciones liqui-
das volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las
sustancias responsables del aroma de las plan-
tas y que son importantes en la industria cos-
mética (perfumes y aromatizantes), alimentaria
(condimentos y saborizantes) y farmacéutica,
(Argote, Suarez, Tobar, Perez, & Hurtado, 2017).

El clavo de olor, conocido por su gran aroma a
picante, se ha utilizado como condimento y en
la medicina herbaria. Siendo oriundo de Indo-
nesia y de areas remotas de Asia llamadas Islas
de las Especias y Molucas (Sanchez, 2013).

Su aceite esencial ha sido ampliamente investi-
gado debido a su popularidad, amplia disponi-
bilidad y alto rendimiento. De hecho, el aceite
de esta ha sido considerado por sus propieda-
des medicinales. Ademas, con base en lo que
cita Gonzélez (2013), posee efectos muy varia-
dos dentro de los que se destacan el antisép-
tico, analgésico, antibacteriano, antiflingico,
anestésico y antimutagénico (Adeyinka, 2015).

El clavo de olor se ha utilizado en los alimentos
por sus caracteristicas organolépticas, como
conservante (Mompié, Pascual, M. Cunha, & De
La Paz Lorente, 2015), condimento y en medici-
na herbaria, (Sdnchez, 2013). Ademas, con base
en lo que citan Gonzalez y Malo (2013), destacan
el poder antiséptico, analgésico, antibacteriano,
antifingico, anestésico y antimutagénico. Entre
los compuestos que posee el aceite esencial de
clavo de olor estan: eugenol, acetato de euge-
nilo, alfa-humuleno, beta- cariofileno, (Cotés-Ro-
jas, De Souza, & Oliveira, 2014).

Entre los compuestos mayoritarios que posee
el aceite esencial de clavo de olor estan: euge-
nol, acetato de eugenilo, alfa- humuleno, beta-
cariofileno, en menor proporcion beta- pineno,
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limonene, farsenol, timol, carvacrol, benzalde-
hido, 2- heptanona, hexanoato de etilo (Co-
tés-Rojas, 2014).

En este estudio se realizé6 una investigacion
preliminar del efecto antimicrobiano del clavo
de olor sobre el S. aureus, utilizado como desin-
fectante en superficies de areas pecuarias de la
finca El Caney del Sena-Cedagro.

2. Materiales y Métodos

El estudio realizado es de tipo experimental de
laboratorio. Las pruebas se realizaron por tripli-
cado.

Se manejaron variables independientes cuanti-
tativas como la extraccion del aceite esencial de
clavo de olor, la preparacion de las soluciones
de clavo de olor y la concentracion inhibitoria
del aceite de clavo de olor frente a Staphylo-
cocus aureus, Salmonella y E. coli. Las variables
dependientes que se manejaron fueron de na-
turaleza cuantitativa como el recuento de Sta-
phylococus aureus pre y pos desinfeccion con
hipoclorito a 100 ppm y clavo de olor al 15%.

Extraccion del aceite esencial

El clavo de olor se compré en el mercado de Sa-
banalarga, Atlantico. El experimento se realizé
en el laboratorio de microbiologia del centro
para el desarrollo agroecolégico y agroindus-
trial Sena-Cedagro, Regional Atlantico. Se pe-
saron 50 g del clavo de olor y estos se coloca-
ron en el equipo de destilacidon por vapor para
realizar la extraccion, la cual duré aproximada-
mente dos horas en el proceso. Esta operacién
se realizo6 varias veces hasta obtener 50 ml del
aceite, esta misma metodologia fue utilizada
por Jacome Jurado (2019). Se aplica amplia-
mente en la industria farmacéutica, cosmética
y alimentaria por su alto rendimiento y bajo
coste (Ortufo, 2014).

Preparacion de las soluciones del aceite
esencial

Del aceite esencial obtenido de la extraccion,
se pesaron 5 gy se aforé hasta 100 ml con agua
destilada estéril para obtener una concentra-
cion de 50 mg/ml (T3), de manera similar con
las concentraciones de 100 mg/ml (T2) y 150
mg/ml (T1). Autores como Yenis Ibeth Pastrana
y Puche (2015) utilizaron una metodologia se-
mejante.

Definicion de la concentracion inhibitoria

Una vez preparadas las soluciones de clavo de
olor, se realizé la prueba de inhibicién en agar
utilizando placas de agar Muieller Hinton. Para
ello, se tomaron in6culos de los microorganis-
mos previamente preparados en caldo BHI, se
hicieron los repiques tomando alicuotas del
cultivo de E. coli, S. aureus, S. typhimurium en
solucién salina estéril y se compararon con el 0,5
escala de Mac Farland (1,5 x 108 UFC). Las espe-
cificaciones de los microorganismos con lineas
estandarizadas ATCC (American Type Culture
Collection) con especificaciones: para Salmo-
nella typhimurium ATCC 14028 lote 363-231-4,
para Escherichia coli ATCC 25922 lote 335-164-
3, para Staphylococcus aereus ATCC 25923 lote
360-256- 1.

Posteriormente, se tomaron las cajas de Petri
provistas del agar Mueller Hinton y se sembra-
ron masivamente en la superficie con hisopa-
dos de los microorganismos mencionados.
Previamente, se impregnaron discos de papel
filtro whatman N° 3 estériles (5 mm de diame-
tro) con 10 pl'y con las concentraciones del cla-
vo de olor establecidas.

Estos discos se colocaron en las placas previa-
mente inoculadas. Ademas, se conté con un
Blanco (disco sin adicién de compuestos). To-
das las placas se llevaron a incubacién por 24
ha37°C
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La figura 1 ilustra el procedimiento.

Figura 1. Test de inhibicion en placas de agar

Analisis de pH

Se realizé el andlisis del pH al aceite esencial ob-
tenido. Se utilizé un pH- metro digital de mesa
con electrodo plastico, ref: 28.520.131.

Preparacion del desinfectante

Se tomo el aceite esencial y se preparé el desin-
fectante al 15% en la siguiente proporcion:

+ Aceite esencial de clavo de olor30 g

+ Agua destilada estéril 200 ml

Se prepararon en frascos color ambar con un vo-
lumen de 200 ml cada uno.

Aplicacion del desinfectante de clavo de
olor en el area pecuaria de la finca el Caney

Se realizaron dos tipos de procedimientos de
desinfeccién y muestreo en el drea de ordefio,
especificamente en la maquina de ordefio: uno

utilizando un desinfectante habitual como es
el hipoclorito de sodio a 100 ppm y se toma-
ron cinco muestras antes de la desinfeccién y
cinco muestras después de la desinfeccion por
el método del hisopado y siembra masiva en
superficie en agar yema de huevo con telurito
para la deteccién de S. aureus.

En el otro, utilizando desinfectante de clavo de
olor (15%), se tomaron cinco muestras antes y
cinco muestras después de la desinfeccion por
el método del hisopado y siembra masiva en
superficie en agar yema de huevo con telurito
para la deteccién de S. aureus.

Adicionalmente, se utilizaron placas petrifilm
para Staphylococus aureus, que es un medio
cromogénico de Baird Parker modificado en
placa, es selectivo y diferencial y el S. aureus
aparece como una colonia roja violeta en la
placa.

Ambos se incubaron a 35 °C +/- 2 °C por 24h y
48h, luego se realizaron las lecturas correspon-
dientes.

Al cabo de la incubacion se tomaron las colo-
nias negras con halo transparente, se les realizé
coloracion de Gram, a los Gram positivos se les
realizé prueba de catalasa y a los que dieron
positiva se les realizé la prueba de la coagula-
sa con plasma de conejo deshidratado (Rangel,
Rodriguez, Bernate & Velilla, 2011).

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se organizaron en una
hoja de Excel y fueron analizados estadistica-
mente mediante ANOVA de dos factores, test de
media de Tukey al nivel del 5% de probabilidad.
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3. Resultados

Extraccion de los aceites esenciales

El aceite esencial extraido presenté un color
amarillo y un olor caracteristico.

Preparacion de las soluciones del aceite
esencial

Las soluciones preparadas se conservaron en re-

del halo de inhibicién, siendo esta la escogi-
da como la concentracién inhibitoria. El acei-
te esencial presenté mayor actividad frente S.
aureusy E. coli que para Salmonella sp., que fue
similar a lo obtenido por Jacome Jurado (2019),
Aguilar- Gonzélez y Lopez-Malo (2013) y Yenis
Ibeth Pastrana y Puche (2015).

Tabla 1. Promedios de halos de inhibicion

frigeracion. 150 100 50
mg/ml  mg/ml  mg/ml Blanco
(T1) (T2) (T3)
Definicion de la concentracion inhibitoria Salmonella typhi-
uriom 7.0* 0.0 0.0 0.0

Transcurrido el tiempo de incubacién, se mi-

. S Escherichia coli 16.0 14.0 13.0 0.0
dieron los halos de inhibicion (tabla 1), obte- schefichia cof
niendo que la concentracién de 150 mg/ml Staphylococcus 5 180 160 0.0

, . aureus
presentd mayor eficacia, ya que en este expe-
rimento fue la Unica que inhibioé la Salmonella
y obtuvo un promedio de 7 mm en la lectura
Tabla 2. Andlisis de varianza halos de inhibicién
Analisis de Varianza
Origendela Suma de Grados de Promedio de Valor Critico
F Probabilidad

Variaciones Cuadrados Libertad los Cuadrado robabilica para F

Entre Grupos 1051,59375 3 350,531 10,415 9E-05 2,9466853

Dentro de los Grupos 942,375 28 33,6563

Total 1993,96875 31

F10

p 0.00009
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En la figura 2 se muestran los halos de inhibicion

Figura 2. Halos de inhibicién

5 ) '%Q\maf\l‘\.\f\
fip 8a 0.

En el andlisis de varianza se obtuvo que p < Figura 3. Grdfico halos de inhibicién
0.05, por lo tanto, nuestra hipétesis alternativa 200
tiene validez. Aplicando el test de Tukey se ha- 18,0
llaron diferencias significativas entre grupos y c 160
. . 0
microorganismos, entreT1Ty T2y entre T1y T3, g 140
. s -]
no siendo asi entre T2y T3. 120
£ 100
. . S 80
En cuanto a los microorganismos se presenta- a
. . - . . L 60
ron diferencias significativas con S. typhimu- £ 40
rium (figura 3). 20
0,0
150 mg/dl 100 mg/dl 50 mg/dl 0 mg/dl
/Blanco)
Concentracion de clavo de olor
B Salmonella typhimurium
M Escherichia coli
Staphylococcus aureus
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Analisis de pH

Se realizd andlisis de pH el cual mostré un pro-
medio de 4.0.

Resultados de la aplicacion del
desinfectante de clavo de olor en el area
pecuaria de la finca el Caney

Figura 4. Resultados después de desinfeccién con
clavo de olor 15% (izq.) y con hipoclorito de sodio
100 ppm (der.). Medio Petrifilm

Los resultados de los analisis microbiolégicos de
superficie se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados microbioldgicos antes y des-
pués de desinfeccion

Antes de Después de
Desinfectante desinfeccion desinfeccion
UFC UFC
Hipoclorito de sodio
100 ppm 14 3
Hipoclorito de sodio
100 ppm 12 0
Hipoclorito de sodio
1

100 ppm 0 0
Hipoclorito de sodio 8 0
100 ppm
Hipoclorito de sodio 15 5
100 ppm
Clavo de olor al 15% 8 1
Clavo de olor al 15% 10 1
Clavo de olor al 15% 9 2
Clavo de olor al 15% 12 0
Clavo de olor al 15% 9 2

Los niimeros reportados corresponden a uni-
dades formadoras de colonias (UFC) obtenidas
en agar Baird Parker y que segiin morfologia y
pruebas de coagulasa positiva en plasma de
conejo corresponden al S. coagulasa positiva,
en las placas de Petri film se buscaron colonias
rojo violeta.

La desinfeccion con clavo de olor al 15% mostré
disminucion en el crecimiento del S. coagulasa
positiva tras la desinfeccion, y lo mismo ocurrié
con el desinfectante habitual (hipoclorito de
sodio a 100ppm).

Estadisticamente, en el andlisis de varianza se
obtuvo p>0.05 lo que apoya la hipétesis nula
de que en este experimento no hubo diferen-
cias entre la accion del desinfectante con clavo
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de olor al 15% vy el hipoclorito de sodio a 100
ppm. En cuanto al andlisis microbiolégico antes
y después de la desinfeccién, hubo diferencias
significativas entre los dos grupos del antes y el
después segun el test de Tukey.

4, Discusion

En este experimento se demostrd la accidén
bactericida in vitro del aceite esencial de clavo
de olor (Syzygium aromaticum) contra E. coli,
Salmonella 'y S. aureus in vitro, debido a la ac-
tividad in vitro que presentd, lo cual también
se constatd en investigaciones anteriores (Leo-
nard, Virijecvic, Regnier & Combrinck, 2010; Ye-
nis Ibeth Pastrana & Puche, 2015).

En general, los halos de inhibicion de mayor
tamano se presentaron con el microorganismo
Gram positivo S. aureus, seguido de E. coli. De
forma similar Garcia Caramillo (2006) presenté
resultados parecidos.

El microorganismo que presenté mayor resis-
tencia al aceite esencial fue S. typhimurium, ya
que solamente presentd halo de inhibicién en
la mayor concentracién aplicada 150 mg/mly
de solo 7 mm de didmetro. Otros autores como
Yenis Ibeth Pastrana y Puche (2015), mostraron
poca efectividad del aceite esencial sobre la
Salmonella.

El pH 4cido del aceite esencial de clavo de olor
potencializa el efecto antibacteriano, ya que a
pH bajo, los componentes activos de los acei-
tes esenciales estan disociados, lo que también
les permite penetrar en la bacteria y matarla
(Helvoirt & Dijk, 2009).

El desinfectante a base de clavo de olor al 15%
utilizado, presentd la misma accién bactericida
cuando se compardé con el hipoclorito de sodio
a 100 ppm, lo que nos permite pensar en una

opcion de desinfeccion sin residuales quimicos.

Segun los resultados obtenidos en este expe-
rimento preliminar, podemos concluir que el
aceite esencial de clavo de olor puede ser uti-
lizado como principio activo de desinfectantes
en areas pecuarias al tener importante accién
bactericida, principalmente sobre S. aureus y S.
coagulasa positiva para la prevencion de la apa-
ricién de mastitis, de igual forma, como parte
de biopeliculas, como agregado en dietas de
animales, resaltando la realizacién de pruebas
complementarias como el andlisis sensorial en
los alimentos una vez aplicado.

Se debe profundizar con un mayor nimero de
pruebas microbiolégicas para dar mayor vali-
dez a la investigacion, como la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB). Ademas, deben rea-
lizarse pruebas anadiendo aceites esenciales
con efecto bactericida conocido para potencia-
lizar su accion y mejorar la efectividad.
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