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Actividad antibacteriana del aceite esencial de Lavandula dentata frente a cepas
multirresistentes a antibacterianos asociadas a mastitis bovina

Antibacterial activity of Lavandula dentata essential oil against multidrug-resistant
strains associated with bovine mastitis

Nerina Yexalén Rojas-Herndndez®, Adrian Zaragoza-Bastida®, Ana Lizet Morales-Ubaldo®,
Juan Noguez-Estrada®, Nallely Rivero-Perez¢*

Abstract:

The present study aimed to determine the antibacterial activity of Lavandula dentata essential oil against reference and multidrug-
resistant strains associated with mastitis. The essential oil was obtained through steam distillation technique, and its antibacterial
activity was determined through the disk diffusion method. Data were normalized and analyzed using ANOVA and Tukey's test (p
< 0.05) using Minitab 18 software. A greater effect was observed against reference strains, with inhibition zones of 15.0 mm for S.
aureus®® and 11.0 mm for E. coli**?!, respect to multidrug-resistant Gram-positive strains, inhibition zones were smaller (8.5-9.25
mm), while higher values were observed against Gram-negative strains (8.5 mm-11.75 mm), particularly in Serratia liquefaciens and
P. aeruginosa. The results suggest a therapeutic potential of the essential oil, although further studies are required to determine its
minimal inhibitory and minimal bactericidal concentrations.
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Resumen:

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Lavandula dentata frente a cepas
de referencia y multirresistentes asociadas a mastitis. El aceite esencial fue obtenido mediante la técnica de arrastre de vapor, y la
actividad antibacteriana se determiné a través de la técnica de difusion en disco. Los datos fueron normalizados y analizados mediante
ANOVA y prueba de Tukey (p < 0.05) utilizando el software Minitab 18. Se observo mayor efecto en cepas de referencia, con halos
de 15.0 mm para S. aureus®3® y 11.0 mm frente a E. coli**?!. En cepas multirresistentes Gram positivas, los halos fueron menores
(8.5 - 9.25 mm), mientras que en Gram negativas se observaron valores mayores (8.5-11.75 mm), destacando Serratia liquefaciens
y P. aeruginosa por su sensibilidad al tratamiento. Los resultados sugieren un potencial terapéutico del aceite esencial, aunque se
requieren estudios adicionales para determinar su concentracion minima inhibitoria y minima bactericida.
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Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha consolidado
como uno de los principales desafios sanitarios a nivel mundial,
con un impacto significativo tanto en la medicina humana como
en la medicina veterinaria. Segtin la Organizacion Mundial de
la Salud [1], esta problematica se ha visto agravada por el uso
inadecuado y excesivo de los antimicrobianos. Ante este
escenario, ha crecido el interés por buscar compuestos
alternativos, seguros y eficaces que contribuyan a reducir la
dependencia de los antibidticos convencionales.

Entre estas alternativas, los aceites esenciales de origen vegetal
han demostrado propiedades antimicrobianas destacadas,
ademas de una baja toxicidad y un escaso riesgo de generar
resistencia bacteriana [2]. En este sentido, el aceite esencial de
Lavandula dentata ha captado interés cientifico por su
composicion quimica rica en compuestos bioactivos como
linalool, 1,8-cineol y camphor, los cuales estan asociados con
propiedades antimicrobianas [3]. Estudios reportan que los
aceites esenciales de L. dentata, caracterizados por un elevado
contenido de monoterpenos oxigenados, exhiben actividad
frente a bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas,
incluyendo Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, lo que se
atribuye a la capacidad de estos compuestos para alterar la
integridad de la membrana celular bacteriana [4]. En
evaluaciones in vitro, el aceite esencial de L. dentata ha
mostrado inhibicién significativa del crecimiento bacteriano
frente a estas especies, sugiriendo su potencial como agente
antimicrobiano natural [3].

Particularmente, la mastitis bovina es una de las enfermedades
mas comunes en la industria lechera mundial, causada
principalmente por bacterias como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, la cual genera pérdidas economicas. Su
tratamiento se basa en el uso de antibidticos, pero su uso
frecuente e inadecuado ha favorecido la aparicién de cepas
multirresistentes, lo que ha convertido a la resistencia
antimicrobiana en un problema creciente que representa un
riesgo para la salud publica por la posible transferencia de genes
de resistencia [5]. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Lavandula dentata frente a cepas multirresistentes como
potencial alternativa terapéutica en mastitis bovina.

Materiales y métodos

Obtencion del material vegetal

Las partes aéreas de Lavandula dentata fueron recolectadas
manualmente durante el mes de junio en las instalaciones del
Instituto de Ciencias Agropecuarias, ubicado en el municipio de
Santiago Tulantepec de Lugo Guerrero, Hidalgo, México
(20°03'40"N 98°23'00"0). Para la identificacion de la planta se
consulté el herbario de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM), y se verifico que la planta correspondiera a
L. dentata (IBUNAM: MEXU: 125978) (Figura 1).
Posteriormente, el material vegetal fue sometido a un proceso

de secado a temperatura ambiente y en ausencia de luz durante
un periodo de siete dias.

Figura 1. Partes aéreas de Lavandula dentata.

Figura 2. Imagen representativa de los halos de inhibicion de
(A) Staphylococcus aureus®3 y (B) Escherichia coli***!.

Extraccion del aceite esencial de Lavandula angustitfolia
(AELJd)

Una vez concluido el proceso de secado, se procedio a la
obtencion del aceite esencial mediante la técnica de arrastre de
vapor, manteniendo una proporcion planta: agua de 1:10. Para
ello, se emplearon 300 g de material vegetal seco junto con
3,000 mL de agua destilada. La destilacion se llevo a cabo
durante 50 minutos, al término de este proceso el aceite esencial
de Lavandula dentata (AELd) fue recolectado y conservado en
un vial de vidrio a una temperatura de 4°C hasta su posterior
evaluacion antibacteriana [6].

Material biologico

Se emplearon ocho cepas bacterianas pertenecientes a la
coleccion del Laboratorio de Bacteriologia de Investigacion del
Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. Como cepas
indicadoras (ATCC) se utilizaron Staphylococcus aureus*® y
Escherichia coli**?!. Asimismo, se emplearon seis cepas
multirresistentes previamente aisladas de muestras de leche de
vacas con mastitis: Staphylococcus aureus®”’®, Staphylococcus
chromogenes, Enterococcus faecium, Escherichia coli'’’,

Serratia liquefaciens y Pseudomonas aeruginosa.
Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se determiné mediante la técnica de
difusion en disco; para la cual se inoculd una colonia aislada de
cada cepa en 2.0 mL de caldo nutritivo (BD Bioxon), los
indculos se incubaron a 37°C por 24 h. Una vez obtenidos, el
crecimiento fue ajustado al 0.5 patrén de turbidez del estandar
McFarland, equivalente a una concentracion aproximada de 150
x 109 cel/mL [7].

De cada suspension ajustada, se tomaron 100 pL y se
distribuyeron uniformemente sobre placas de agar Mueller-
Hinton (BD Bioxon, Mé¢xico), las cuales se dejaron secar
durante 15 minutos. Posteriormente se colocaron discos de
papel filtro (6 mm) impregnados con 3 pL de AELd, como
control positivo se utilizé levofloxacino (10 pg/mL) y agua
destilada estéril como control negativo. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas, después de la incubacion
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se midieron los halos de inhibicion generados [8].

La sensibilidad de las bacterias a los tratamientos se clasifico de
la siguiente manera: no sensible (< 8.0 mm); sensible (8.0 a
<14.0 mm); muy sensible (14.00 a < 20.0 mm);, y
extremadamente sensible (> 20.0 mm) [9].

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) y las diferencias entre las medidas se
determinaron mediante una comparacion Tukey, para ambas
pruebas se utilizd un < de confianza del 95%, usando el
programa Minitab 18.

Resultados

De acuerdo con el analisis estadistico, se observaron diferencias
significativas en la actividad antibacteriana del aceite esencial
de L. dentata (AELAd) entre las cepas evaluadas (p = 0.0001).
De manera general, el AELd mostré mayor actividad frente a
las cepas de referencia, con halos de inhibicion de 15.0 mm para
S. aureus®*® y 11.0 mm para E. coli**?"%, clasificadas como muy

sensible y sensible, respectivamente (Cuadro 1 y figura 2).

Con respecto a las cepas multirresistentes, el 100% de ellas
presentd sensibilidad al AELd; sin embargo, los halos de
inhibicion variaron significativamente (p = 0.0001). En las
bacterias Gram positivas, la actividad fue menor, con halos de
inhibicion de 8.5 mm frente a S. aureus®”™ y E. faecium y de
9.25 mm para S. chromogenes, que presentd la mayor
sensibilidad dentro de este grupo.

En contraste, las bacterias Gram negativas mostraron una mayor
susceptibilidad al tratamiento, con halos de inhibicion de 8.5,
9.5 y 11.75 mm para E. coli'’™, P. aeruginosa y 8.
liquefaciens, respectivamente, destacando esta tltima por su
sensibilidad al aceite esencial.

Cuadro 1. Diametros de los halos de inhibicion del AELd sobre
cepas referencia y multirresistentes (mm).

Cepa evaluada AELd CF Levofloxacino
S. aureus %3¢ 15.00 £ 0.00% MS 11.00+0.81
E. coli 3378 11.00 + 0.00® S 14.50 £ 0.57
S. aureus %7 8.50+0.578 S 19.50£1.73
E. faecium 8.50 = 0.508 S 10.00 = 0.00
S. chromogenes 9.25+1.25"8 S 9.00 + 1.41

E. coli 17760 8.50 = 1.008 S 16.75 £ 1.50
S. liquefaciens 11.75+1.508 S 30.00 £2.45
P. aeruginosa 9.50+1.29® S 15.25+2.36
Valor de P 0.0001

AELd, Aceite esencial de L. dentata; CF, clasificacion; MS,
muy sensible, S, sensible. AP Diferentes literales indican
diferencias significativas entre bacterias.

Discusion

La actividad antibacteriana del AELd observada en el presente
estudio es consistente con lo reportado en la literatura, donde se
ha documentado una mayor susceptibilidad de las bacterias
Gram positivas en comparacion con las Gram negativas. En este
contexto, Bouazama et al. (2017), reportaron que S. aureus®**
fue mas sensible en comparacion con E. coli ¥ y P.
aeruginosa’”?, 1o cual coincide con los resultados obtenidos en

este estudio [10].

No obstante, al analizar la magnitud del efecto, se observa una
variabilidad considerable en los didmetros de inhibicién
reportados en otros estudios. Bachiri et al (2017)
documentaron halos de inhibiciéon de 20.10 + 0.10 mm en S.
aureus 'y 18.03 £ 0.00 mm sobre K. pneumoniae, valores
superiores a los determinados en este estudio [11]. De manera
similar, Aly et al. (2013) reportaron halos de 21 + 1.7 mm en P.
aeruginosa [12], mientras que en el presente estudio se obtuvo
un didmetro inferior para la misma especie, evidenciando menor
actividad antibacteriana.

Estas discrepancias pueden explicarse por la alta variabilidad en
la composicion quimica de los aceites esenciales, la cual esta
influenciada por factores como el origen geografico, las
condiciones agroclimaticas y el estado fenologico de la planta.
Asimismo, las diferencias en los métodos de extraccion, las
concentraciones empleadas y las técnicas de evaluacion
antibacteriana pueden contribuir de manera significativa a la
variacion observada entre estudios.

Desde el punto de vista mecanistico, la actividad antibacteriana
del AELd se ha asociado con la presencia de compuestos
mayoritarios como el linalool, 1,8-cineol y alcanfor, los cuales
ejercen su efecto principalmente mediante la alteracion de la
integridad de la membrana celular, el incremento de su
permeabilidad y la consecuente perdida de componentes
intracelulares [3].

Conclusion

El AELd represent6 actividad antibacteriana frente cepas de
referencia y multirresistentes, lo que sugiere su potencial como
alternativa terapéutica para el tratamiento de la mastitis bovina.
No obstante, es necesario determinar con precision sus
concentraciones minimas inhibitoria (CMI) y bactericida
(CMB) para sustentar su eficacia clinica, asi como evaluar su
perfil de toxicidad previo a su validacion en estudios in vivo.
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