
 
1 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO ACADÉMICO DE 

MICROBIOLOGÍA Y PARASITOLOGÍA 

 

 

 

Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. "eucalipto” frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus 

agalactiae causantes de mastitis bovina. 

 

TESIS 

Para optar el título profesional de Licenciado (a) en 

Biología – Microbiología – Parasitología  

 

Autores 

Br. Ivan Franco Chozo Mestanza 

Br. Jackeline Aracelli Cobeñas Chávez 

 

Asesora 

Dra. Martha Arminda Vergara Espinoza 

 

Lambayeque - Perú 

2022 

 



 
2 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO ACADÉMICO DE 

MICROBIOLOGÍA Y PARASITOLOGÍA 

 

 

Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. "eucalipto” frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus 

agalactiae causantes de mastitis bovina. 

TESIS 

Para optar el título profesional de licenciado (a) en 

Biología – Microbiología – Parasitología  

 

AUTORES 

Br. Ivan Franco Chozo Mestanza 

Br. Jackeline Aracelli Cobeñas Chávez     

 

Aprobado por:  

 

 

Dra. Gianina Llontop Barandiarán                                              PRESIDENTA  

 

MSc. Mario Cecilio Moreno Mantilla                                          SECRETARIO 

  

MSc. Zully Genoveva Montenegro Esquivel                                    VOCAL          

 

Dra. Martha Arminda Vergara Espinoza                                          
ASESORA 

 

 



 
3 

 

 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Dios, por brindarme la entereza que necesitaba para llegar a 

culminar uno de mis grandes objetivos. 

A mis padres, Carlos Cobeñas y Norma Chávez por todo su amor, 

esfuerzo y sacrificio. Por ser un gran ejemplo de que con trabajo y 

dedicación se pueden lograr muchos éxitos en la vida. 

A Carlos y Jorge, mis hermanos, que con su carisma y energía alegran 

mis días, por cada palabra de aliento para no rendirme y seguir 

superándome. 

A mis abuelos Elías, Teresa y Rufino, por estar siempre pendientes de 

mí en todo momento. A Consuelito, que ahora goza de un bonito 

lugar, por su forma tan peculiar de preguntar a donde iba, mientras 

salía a la universidad. A ellos, Por su amor y cariño, que guardo 

cuidadosamente en mi corazón. 

A Denner Kilder, por ser un ejemplo de constancia y dedicación. Con 

su paciencia y apoyo incondicional, permitieron cumplir hoy esta 

meta. 

A Ivan Chozo Mestanza, mi gran y entrañable amigo de universidad 

y de tesis, por todas nuestras anécdotas ocurridas durante este proceso 

y demostrarme que, a pesar de las dificultades de la vida, hay muchas 

razones por que salir adelante. 

Jackeline Aracelli Cobeñas Chávez  

 

 Dedicado a DIOS, por brindarme amor, fe y mucha fortaleza en mi 

vida. 

A mi maravillosa madre, Sonia Mestanza Mendoza, por tu amor 

puro, porque siempre confiaste en mí y me enseñaste a ser fuerte 

ante los golpes de la vida. Aunque no llegaste a verme cumplir esta 

gran meta, sé que desde el cielo me acompañas y te siente orgullosa 

de mí.  

A mi maravilloso padre, Víctor Chozo Monja, por amarme y 

guiarme con sus sabios consejos, sé que desde el cielo también te 

sientes feliz por verme cumplir mis metas.  

A mis hermanas, sobrino y amigos por el apoyo continuo y su 

motivación para seguir siempre adelante.   

A Jackeline Cobeñas Chávez, una gran amiga, por su gran cariño y 

apoyos constante en la culminación de esta gran meta,  

 

Ivan Franco Chozo Mestanza 

 

 

 



 
4 

 

 

 

 

 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

 

Agradecemos a Dios por brindarnos fortaleza en todo momento de nuestras vidas. 

A nuestra estimada y querida Dra. Martha Arminda Vergara Espinoza, por aceptar ser 

asesora de nuestra investigación, por su paciencia, ayuda y por brindarnos sus grandes 

consejos para la vida profesional y personal. 

A la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo por habernos permitido utilizar sus 

laboratorios, materiales y equipos para realizar nuestro trabajo de investigación. 

A MSc. Zully Genoveva Montenegro Esquivel por su confianza que nos ha brindado 

desde el primer día que ingresamos a su laboratorio y por sus consejos profesional. 

A Lic. Jorge Fupuy Chung y a MSc. Consuelo Rojas Idrogo por apoyarnos nuestra 

investigación. 

A los miembros del jurado Dra. Gianina Llontop Barandiarán, MSc. Mario Cecilio 

Moreno Mantilla y MSc. Zully Genoveva Montenegro Esquivel por sus aportaciones y 

sugerencias en nuestra investigación. 

A nuestras familias y amistades por todo su apoyo y ánimos; el cual hizo posible la 

culminación de nuestro trabajo de investigación. 

 

 

 



 
5 

 

 

ÍNDICE GENERAL 

 
RESUMEN .................................................................................................................................. 10 

ABSTRACT ……………………………………………………………………………………13 

INTRODUCCIÓN ...................................................................................................................... 12 

MARCO TEÓRICO .................................................................................................................... 15 

ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS ................................................................... 15 

BASES TEÓRICAS ................................................................................................... 18 

MÉTODOS Y MATERIALES ................................................................................................... 22 

Tipo de investigación y diseño de contrastación de hipótesis .................................... 22 

Población y muestra de estudio. ................................................................................. 22 

Población:............................................................................................................................... 22 

Muestra: ................................................................................................................................. 22 

2.1. Recolección de hojas ....................................................................................... 24 

2.2. Selección, lavado, desinfección y secado ........................................................ 24 

2.3. Obtención de extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

…………………… .................................................................................................... 24 

2.4. Obtención de las concentraciones del extracto hidroalcohólico  ..................... 25 

2.5. Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. "eucalipto” sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae es o 

no dependiente. ........................................................................................................... 26 

2.5.1Preparación del inóculo .................................................................................................. 26 

2.5.2Preparación de los discos de susceptibilidad.................................................................. 26 

2.5.3Método de difusión en placa Kirby-Bauer ..................................................................... 26 

PROCESAMIENTO Y ANÁLISIS DE LOS DATOS. .............................................. 28 

RESULTADOS ........................................................................................................................... 29 

Del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

frente a Staphylococcus aureus causantes de mastitis bovina. ............................................... 29 

Del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. 

"eucalipto" frente a Streptococcus agalactiae causantes de mastitis bovina. ............. 30 

Análisis de varianza de los promedios de los halos de inhibición de Staphylococcus 

aureus por efecto el extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 31 

Análisis de varianza de los promedios de los halos de inhibición de Streptococcus 

agalactiae por efecto el extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. 

"eucalipto" ................................................................................................................... 32 



 
6 

 

 

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto 

hidroalcohólico in vitro de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” frente a 

Staphylococcus aureus. ............................................................................................... 36 

DISCUSION ............................................................................................................................... 39 

RECOMENDACIONES ............................................................................................................. 45 

BIBLOGRAFIA……………………………………………………………………………………………………………………..49 

ANEXOS ……………………………………………………………………………………………………………….……………..67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
7 

 

 

INDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1 Obtención de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus. ......................................................................................................................... 25 

Tabla 2 Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. "eucalipto" de Staphylococcus aureus según cepas y promedio de halo de 

inhibición. ....................................................................................................................... 29 

Tabla 3 Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. "eucalipto" de Streptococcus agalactiae según cepas y promedio de halo de 

inhibición……………………………………………………………………………….30 

Tabla 4 Análisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibición (mm) generados en 

las cepas de S. aureus por efecto del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L.

 ........................................................................................................................................ 31 

Tabla 5 Análisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibición (mm) generados en 

las cepas de Streptococcus agalactiae por efecto del extracto hidroalcohólico de 

Eucalyptus globulus L. ................................................................................................... 32 

Tabla 6 Prueba de significancia de Tukey del promedio de halos de inhibición según el 

tipo de cepa de S. aureus. ............................................................................................... 33 

Tabla 7 Prueba de significancia de Tukey del efecto de inhibición de las diferentes 

concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. sobre las cepas 

de S. aureus .................................................................................................................... 34 

Tabla 8 rueba de significancia de Tukey del promedio de halos de inhibición según el 

tipo de cepa de Streptococcus agalactiae. ...................................................................... 35 

Tabla 9 Prueba de significancia de Tukey del efecto de inhibición de las diferentes 

concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. sobre las cepas 

de Streptococcus agalactiae ........................................................................................... 36 

Tabla 10 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Staphylococcus aureus. ......................................................................................... 37 

Tabla 11 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Streptococcus agalactiae. ..................................................................................... 38 

 

 

 

 

 



 
8 

 

 

INDICE DE FIGURAS 

 

  

Figura 1 Identificación de Staphylococcus aureus. A. S. aureus en agar manitol. B. 

Prueba de coagulasa........................................................................................................ 23 

Figura 2 Identificación de Streptococcus agalactiae. A. Streptococcus agalactiae en agar 

sangre. B. Prueba de CAMP ........................................................................................... 24 

Figura 3 Hojas de Eucalyptus globulus. A. Estado natural. B. Hojas trituradas. .......... 56 

Figura 4 Maceración de las hojas de Eucalyptus globulus. ........................................... 57 

Figura 5 Obtención del extracto seco de Eucalyptus globulus ...................................... 58 

Figura 6 Obtención de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus. ......................................................................................................................... 59 

Figura 7 Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus 

sobre Staphylococcus aureus. ......................................................................................... 61 

Figura 8 Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus 

sobre Streptococcus agalactiae. ..................................................................................... 62 

Figura 9 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Staphylococcus aureus cepa SAC1. ...................................................................... 63 

Figura 10 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Staphylococcus aureus cepa SAC2. ...................................................................... 64 

Figura 11 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Staphylococcus aureus cepa SAC3. ...................................................................... 65 

Figura 12 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Staphylococcus aureus cepa SAC4. ...................................................................... 66 

Figura 13 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Staphylococcus aureus cepa SAC5. ...................................................................... 67 

Figura 14 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Streptococcus agalactiae cepa STAA2E1. ........................................................... 68 

Figura 15 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Streptococcus agalactiae cepa STAM. ................................................................. 69 

Figura 16 Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

sobre Streptococcus agalactiae cepa STAS. .................................................................. 70 

Figura 17 Gráfico de Prueba de significancia de Tukey según la sensibilidad de las cepas 

de Staphylococcus aureus. .............................................................................................. 71 

Figura 18 Gráfico de Prueba de significancia de Tukey sobre el promedio de los halos de 

inhibición de acuerdo a la actividad antibacteriana de las concentraciones del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus. ........................................................................ 72 

 



 
9 

 

 

 

 

Figura 19 Gráfico de Prueba de significancia de Tukey según la sensibilidad de las cepas 

de Streptococcus agalactiae. .......................................................................................... 73 

Figura 20 Gráfico de Prueba de significancia de Tukey sobre el promedio de los halos de 

inhibición de acuerdo a la actividad antibacteriana de las concentraciones del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus. ........................................................................ 74 

 

 

 

 



10 
 

 

RESUMEN 

 

 

La mastitis bovina es una enfermedad altamente prevalente, alterando la cantidad y calidad 

de la leche, teniendo daños en la salud del ganado bovino y el hombre. El uso indiscriminado y no 

respaldado por pruebas de sensibilidad antimicrobiana ha generado la aparición e incremento de 

la resistencia. En ese contexto, el objetivo general de la investigación fue determinar el efecto 

antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” frente a 

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae causantes de mastitis bovina. La investigación 

fue de tipo experimental y se ajustó a un diseño de estímulo creciente. Para determinar la actividad 

antibacteriana del extracto hidroalcohólico se utilizó el método de Kirby Bauer y la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI). Se evaluaron en cinco cepas de Staphylococcus aureus y tres cepas de 

Streptococcus agalactiae aisladas de vacas con mastitis enfrentadas a cinco concentraciones de 75 

mg/ml, 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml. El extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. tuvo actividad antibacteriana en todas las cepas evaluadas en esta investigación, 

obteniendo así que los halos de inhibición promedio de las cepas de Staphylococcus aureus oscilan 

entre 15.67 mm a 19.13 mm, y la CMI fue de 2.34 mg/ml. Para las cepas de Streptococcus 

agalactiae sus halos de inhibición promedio oscilaron entre 14.73 mm a 23.46 mm, y la CMI fue 

de 0.58 mg/ml.  

 

Palabras clave: Mastitis bovina, Resistencia bacteriana, Extracto hidroalcohólico, 

Eucalyptus globulus L. Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae. 
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ABSTRACT 

 

           Bovine mastitis is a highly prevalent disease, altering the quantity and quality of milk, 

damaging the health of cattle and humans. The indiscriminate use and not supported by 

antimicrobial susceptibility tests has generated the appearance and increase of resistance. In this 

context, the general objective of the research was to determine the in vitro antibacterial effect of 

the hydroalcoholic extract of Eucalyptus globulus L. "eucalyptus" against Staphylococcus aureus 

and Streptococcus agalactiae that cause bovine mastitis. The research was experimental and 

adjusted to an increasing stimulus design.To determine the antibacterial activity of the 

hydroalcoholic extract, the Kirby Bauer method and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

were used.Five strains of Staphylococcus aureus and three strains of Streptococcus agalactiae 

isolated from cows with mastitis were used. at five concentrations of 75 mg/ml, 125 mg/ml, 250 

mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml The hydroalcoholic extract of Eucalyptus globulus L. had 

antibacterial activity in all the strains evaluated in this investigation, obtaining so the average 

inhibition halos of Staphylococcus aureus strains range from 15.67 mm to 19.13 mm, and the MIC 

was 2 .34mg/ml. For the Streptococcus agalactiae strains, their average inhibition halos ranged 

from 14.73 mm to 23.46 mm, and the MIC was 0.58 mg/ml. 

 

Keywords: Bovine mastitis, Bacterial resistance, Hydroalcoholic extract, Eucalyptus globulus L. 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En el Perú, la producción de leche fresca bovina se ha incrementado favorable, según lo 

reportado por el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (2022) la producción en el año 2021 fue 

de 2 194 611 toneladas, siendo las regiones de mayor producción, Cajamarca con un 17.2%, Lima 

con 16.7%, La Libertad 7.3%, Puno con un 6.3% y Lambayeque ocupa el décimo lugar con un 

bajo porcentaje. Hasta enero del presente año, se informó que la producción nacional lechera se 

incrementó en 2,06%. (Instituto Nacional de Estadística e Informática, 2022)  

 

Uno de los factores que impacta negativamente en la producción lechera, es la mastitis, la 

cual se define como un proceso inflamatorio. La infección se potencializa por el mal manejo de 

los animales, los establecimientos inadecuados, la mala administración y la raza del animal entre 

otros (Franco, 2020). Las pérdidas económicas industriales y artesanales que causa la mastitis son 

cuantiosas, y se evidencian en la menor cantidad y la mala calidad de la leche, gastos de los 

tratamientos con antibióticos intramamarios (Mera et al., 2017); además de esto, tiene 

implicaciones en la salud del hombre cuando este consume leche contaminada con 

microorganismos patógenos. (Bedolla y Ponce, 2008). 

 

  Las causas directas de la mastitis bovina incluyen traumatismos en la glándula, mal 

suministro de medicamentos intramamarios, número de crías y periodos de lactación continuos, 

los cuales facilitan el ingreso y la multiplicación de microorganismos, sean estos bacterianos o 

fúngicos, los primeros son los más frecuentes y de ellos los más importantes son Staphylococcus 

aureus y Streptococcus agalactiae (Brisuela et al., 2018). 
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     El tratamiento de la mastitis estafilocócica y estreptocócica se realiza con antibióticos 

betalactámicos, aminoglucósidos, macrólidos y polimixinas, sin embargo, su uso indiscriminado 

y no respaldado por pruebas de sensibilidad antimicrobiana ha generado la aparición e incremento 

de la resistencia, varias investigaciones han demostrado que cepas de Staphylococcus aureus 

fueron resistentes a penicilina y eritromicina (Sánchez et al.,2018 ; O' Dea et al., 2020), a penicilina 

G, ampicilina y multirresistencia a quinolonas y aminoglucósidos (Inestroza et al., 2020) y a 

antibióticos de uso frecuentes (Jiménez et al., 2020).  

Por otro lado, investigaciones determinaron que cepas de Streptococcus agalactiae fueron 

resistentes a penicilina, cefalotina, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, cefalexina y 

enrofloxacina (Miranda et al, 2020); asimismo estudios determinaron que cepas de Staphylococcus 

aureus y Streptococcus agalactiae, ambas aisladas de leche bovina, mostraron resistencia a 

penicilina, cefalexina y la sulfatrimetoprima y penicilina y amoxicilina más ácido clavulánico, 

respectivamente (Quispe et al.,2020; Yuexia et al., 2016) a penicilina y cefpodoxima (Franco, 

2020). 

En relación con lo mencionado y con el uso indiscriminado de antibióticos, particularmente 

en los casos de mastitis bovina y de otras especies animales, se desarrolla la fitoterapia, que se 

manifiesta como alternativa en la utilización de extractos y especies vegetales como Stachys 

arvensis, Matricaria recutita, Minthostachys mollis, Aloe vera, Schinus molle, Ambrosia 

arborescens, Asteracantha longifolia, Dactyloctenium indicum, y Trichodesma indicum utilizados 

específicamente en la medicina tradicional veterinaria (Escalante et al., 2020; Muhamed et al., 

2011). En Lambayeque, se ha demostrado la inhibición del crecimiento de Staphylococcus aureus 

aislados de mastitis bovina tanto por extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. (Alvarado 

y Vásquez, 2019) como por el extracto natural de Rubus glaucus (Santos, 2019).  
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Con el conocimiento de que la región Lambayeque forma parte de las regiones en que la 

producción lechera y la crianza de ganado bovino disminuye significativamente, en parte por la 

alta incidencia de mastitis bovina (Reyes, 2018) y que plantas como Eucalyptus globulus, son 

recurso natural de amplio uso en el control de las infecciones, se cuestionó, ¿Tiene efecto 

antibacteriano in vitro el extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. “eucalipto” frente a 

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae causantes de mastitis bovina? Bajo el supuesto 

que el extracto de Eucalyptus globulus L. inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus y 

Streptococcus agalactiae aislados de mastitis bovina, se ejecutó la siguiente investigación cuyos 

objetivos son: Establecer la concentración mínima inhibitoria del extracto y comparar el efecto 

antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto. 

Se pretende que esta investigación contribuya a fundamentar científicamente el efecto 

inhibitorio de Eucalyptus globulus sobre agentes bacterianos causantes de infecciones en animales 

bovinos y así contrarrestar el uso inadecuado de antibióticos causante de la resistencia bacteriana. 
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MARCO TEÓRICO 

 ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS  

Se evaluó el efecto inhibitorio del extracto etanólico de Thymus vulgaris, Salvia officinalis 

y Calendula officinalis, sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 

ATCC 25922 y Streptococcus agalactiae aisladas de mastitis bovina. Los extractos se prepararon 

con hojas secas maceradas con etanol al 90% y se aplicaron en diluciones de 1:2, 1:4 y 1:8, se usó 

propilenglicol como control. Los tres extractos a diluciones de 1:2 y 1:4 inhibieron S. aureus. E. 

coli fue inhibido por el extracto de C. officinalis diluido 1:2 y 1:4 y por T. vulgaris y S. officinalis 

diluidos 1:2. Streptococcus agalactiae fue inhibido por los extractos de C. officinalis y T. vulgaris 

diluidos 1:2 y 1:4 y por todas las diluciones de S. officinalis (Leal, 2014). 

 

Se investigó el efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcohólico con hojas secas de 

Eucaliptus globulus L. sobre 10 cepas de Staphylococcus aureus utilizando el método de difusión 

de Kirby Bauer. El efecto inhibitorio fue variable, así la cepa más sensible fue SA2 con un 

promedio de halo de inhibición de 18.53 mm, y la cepa SA10 mostró mayor resistencia al extracto 

(15.80mm), asimismo la concentración del extracto hidroalcohólico que tuvo mayor efecto 

inhibitorio fue 500mg/ml (19.29 mm) y la de menor efecto fue 100 mg/ml con un halo de 15.2mm 

(Alvarado y Vásquez ,2019) 

      

 Se realizó una investigación experimental sobre el efecto inhibitorio in vitro del extracto 

natural de Rubus glaucus “mora andina” a diferentes concentraciones en bacterias causantes de 

mastitis bovina, en la que se demostró que el extracto natural a una concentración del 60% inhibió 

a cepas de Staphylococcus aureus con un halo promedio de 9,669 mm, mientras a una 
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concentración mayor del 100% obtuvo un halo promedio de 13.556 mm. Concluyo el autor que a 

mayor concentración del extracto natural, mayor efecto inhibitorio ejercía sobre las bacterias. 

(Santos, 2019) 

La actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus labill 

y Minthostachys mollis, fue probada frente a Staphylococcus aureus y coliformes fecales. La 

eficacia fue variable, así la concentración de menor y mayor porcentaje 25% y 75% del aceite 

esencial de Minthostachys mollis obtuvieron una inhibición con un diámetro promedio para 

Staphylococcus aureus de 9,96 mm y 13.15mm y coliformes fecales de 9,76 mm y 13.27mm, 

respectivamente; mientras para Eucalyptus globulus labill se determinó un halo promedio de 12,09 

mm y 11.72 mm (concentración 25%) y 14,58 mm y 14.37 mm (concentración 75%) para 

coliformes totales y S. aureus, respectivamente (Laura, 2019). 

 

    En un estudio experimental se probó el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohólico in 

vitro de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) sobre Staphylococcus aureus, se reportó 

que a una concentración del 100% el extracto hidroalcohólico de eucalipto tuvo mayor efecto 

inhibitorio del crecimiento de las cepas de Staphylococcus aureus probadas que a concentraciones 

de 40% y 70% (Uriol, 2021)  

 

Se realizó una investigación con extractos puros de hojas secas de Piper betle, Curcuma 

domestica y Curcuma zanathorriza, frente a microorganismos asociados a mastitis bovina, dichos 

extractos puros fueron sometidos por el método de esterilización de filtración de jeringa y 

esterilización en autoclave. Se reveló por susceptibilidad antibacteriana que los extractos puros 

fueron más eficaces para Staphylococcus aureus que para Escherichia coli, siendo los diámetros 



17 
 

 

de halo promedio para S. aureus con metodología de esterilización por filtro de jeringa y autoclave 

de 19,7 mm, 21,3 mm, 19 mm y 20,7 mm, 21,7 mm y 20,7 mm, respectivamente; mientras para E. 

coli fueron de 3,3 mm, 3,3 mm, 2,7 mm y 9,5 mm 9,7 mm y 9,7 mm. (Harjanti et al., 2020) 

 

Se realizó un estudio para evaluar la resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus 

y Streptococcus agalactiae aislados de leche de vacas mastíticas, frente a cinco antibióticos  

penicilina, cefalexina, sulfatrimetoprima, tetraciclina y amoxicilina ácido clavulánico.se encontró 

que el 22% de cepas de Streptococcus agalactiae fueron resistentes a penicilina, 22% a cefalexina  

y 33,3% a  sulfatrimetoprima; en cuanto a S. aureus resulto resistente a 28% a amoxicilina más 

ácido clavulánico y 52% a penicilina (Quispe et al.,2020). 

 

Se ejecutó una investigación para determinar el efecto antimicrobiano del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus y la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) sobre 4 

cepas de Staphylococcus aureus, 4 cepas de Staphylococcus coagulasa negativa, 4 cepas de 

Klebsiella spp. y 4 cepas de Escherichia coli. A una concentración de 50 mg/mL del extracto 

hidroalcohólico se obtuvo una inhibición con un diámetro promedio de 13.75 mm en grampositivas 

(DE=4,70) y a concentración de 200 mg/mL con un diámetro de 21.62 mm (DE=5.01), mientras 

que en gramnegativa no se obtuvo inhibición (p˂0.0001); la CMI del extracto para bacterias 

grampositivas fue 48.82 µg/ml y para bacterias gramnegativas, 97.65 µg/ml (Byron et al., 2021). 
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BASES TEÓRICAS 

La mastitis bovina se define como el proceso de inflamación de la glándula mamaria, 

frecuentemente asociado a infecciones bacterianas u otros agentes causales. Una de las 

características comunes de dicha inflamación es el cambio en el tejido glandular y composición de 

la leche, siendo estos cambios detectables mediante inspección y/o palpación, considerándose 

como una mastitis clínica; si al momento de la palpación de la ubre no se encuentran síntomas 

apreciables se recurre a métodos indirectos de campo o laboratorio, siendo éstos positivos, se 

refiere como una mastitis subclínica (Andresen, 2001; Delgado y Vergara, 2012); determinándose 

por los cambios en la estructura de la leche, como la disminución de la lactosa, proteínas, caseína 

y grasas (Wolter et al., 2014). 

El ganado bovino genera mastitis debido a los cambios pato- fisiológicos que las bacterias 

producen sobre la glándula mamaria; iniciándose en el conducto del pezón que forma la primera 

barrera para el desencadene de la infección. Dependiendo de la estructura del pezón de las vacas, 

es que prolifera esta etapa, ofreciéndole una mayor o menor predisposición a la invasión de estos 

microorganismos (Gómez et al., 2020); seguido ingresan llegando hasta la cisterna de la ubre, 

donde mediante la adherencia a los tejidos glandulares afectan las células alveolares del epitelio, 

afectando los canales de recolección de leche (Colque, 2015). 

Este proceso inflamatorio comprende tres etapas después de haber invadido el canal del 

pezón; la fase aguda, cuando las células atacadas por las toxinas de las bacterias generan sustancias 

a la sangre e incrementan la permeabilidad del endotelio, generando que polimorfonucleares, 

eosinófilos, neutrófilos y basófilos se adhieran al epitelio, produciendo un edema. La segunda 

etapa se caracteriza por la activación de macrófagos, que reconocen a toda sustancia extraña que 

se produzca; los polimorfonucleares que permiten la fagocitosis de los microrganismos; aumento 
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de la producción de células somáticas; asimismo modificaciones proteica y lipídica de la leche 

(Álvarez et al., 2020) y la etapa final, que es fase crónica, se caracteriza por la pérdida de 

producción lechera, debido a la lisis de células alveolares, siendo reemplazado por el tejido 

conectivo afuncional.  

Staphylococcus aureus es la principal bacteria causante de esta inflamación intramamaria, 

donde la ocurrencia de casos de mastitis representa un alto porcentaje de aislamiento (Calderón et 

al., 2008). Al no ser un patógeno obligado se disemina de manera gradual por el conducto del 

pezón, al producir una gran variedad de toxinas y enzimas que permiten su invasión. Entre sus 

factores de virulencia se encuentran, la formación de cápsula donde serotipos 1 y 2 le atribuyen a 

la bacteria una capa más gruesa y la producción de proteínas tipo superantígeno de los 

Staphylococcus (Staphylococcal Superantigen-Like - SSLs., factores que permiten pasar 

desapercibidos a la respuesta inmune, protegiéndolos contra el reconocimiento y la fagocitosis 

(Torres, 2020; Murray et.al, 2013). 

Otros factores que permite a Staphylococcus aureus mantenerse después de haber 

ocasionado la infección son la producción de catalasa, coagulasa y hialuronidasa, que le confiere 

el carácter invasivo de los tejidos, la presencia de proteína A en su superficie que le permite resistir 

a la fagocitosis (Aguilar y Álvarez, 2019), formación de biopelículas, proteínas de unión a la 

fibronectina, proteínas de unión al fibrinógeno (factor clumping) y toxinas α y β (Pasachova et al., 

2019). Al ser una bacteria con gran cantidad de plásmidos de resistencia a los antibióticos y 

mutaciones, presenta el SCCmec (Staphylococcal cassette chromosome mec) sitio de resistencia a 

la meticilina con el gen mecA y una ligera resistencia a la tigeciclina por mecanismo de bomba de 

eflujo (Jiménez et al., 2020; Herrera, 2017; Echevarría y Iglesias,2003). 
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       Streptococcus agalactiae o estreptococo del grupo B (EGB) bacteria grampositiva que 

sobrevive por mucho tiempo dentro de la glándula mamaria como reservorio y que incide mucho 

en los casos de mastitis subclínica (Merl et al.,2003). Su patogenicidad radica en los diez serotipos 

polisacáridos capsulares (CPS) rica en acido siálico entre ellos son Ia, Ib, II-VIII y IX, las proteínas 

de tipo alfa (Alp) y los tres tipos de pili como pilus island 1 (PI-1), PI-2a y PI-2b ( Harjanti et al., 

2020; Yang et al., 2013). 

La fitoterapia describe el uso de las plantas medicinales con fines terapéuticos. Según 

Berdonces (2019)  

Es el tratamiento recibido por plantas, mediante la combinación de los principios activos 

que esta presenta, dependiendo la estructura, estación y recolección de la planta, además 

menciona la eficacia que representa al reducir la toxicidad y las contraindicaciones que 

puede generar en el organismo. (p. 30) 

         Eucaliptus globulus L. pertenece a la familia Myrtaceae originario de Australia fue 

introducida a Perú en 1860 conocida como eucalipto (Food and Agriculture Organization 

[FAO],1981). En el Perú, los valles de Junín y Cajamarca son los que tienen mayores bosques de 

esta especie, llegan a medir hasta 60 metros, de tallo no tan grueso, pero con follaje robusto. Posee 

principios activos como flavonoides, taninos, alcaloides, componentes fenólicos, propanoides, 

extraídos de sus hojas, tallo y raíz. Para las aplicaciones medicinales se utilizan frecuentemente 

las hojas por poseer importantes propiedades: antiinflamatorias, antimicrobianas y expectorantes 

(Pérez, 2013). 

Las hojas de eucalipto son ricas en flavonoides, en ellas se han identificado: eucaliptina, 8-

desmetileucaliptina, sideroxilina, crisina, alpinetina. Los flavonoles más abundantes son 

quercitrina y glicósidos de kaempferol y miricetina. Las hojas de E. globulus se caracterizan por 
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una menor variedad de glicósidos de flavonol (solo se ha detectado quercitrina) y altas 

concentraciones de elagitaninos, ácidos y aldehídos fenólicos como ácido gálico, ácido elágico 

Además de se visualiza la presencia de coumarina, un inhibidor de la girasa en la replicación 

bacteriana (Morales et al.,2017; Hadipanah et al., 2015; Takahashi et al., 2004).   

Los flavonoides son los principales principios activos del extracto hidroalcohólico de las 

hojas que cumplen la función de inhibir el crecimiento bacteriano, según Balbuena (2017), los 

flavonoides alteran la composición de la membrana plasmática y el metabolismo celular por medio 

de la inhibición de la fosforilación de proteínas o por la formación de complejos con proteínas 

solubles de la pared de la célula. 

Mediante la técnica de cromatografía en placa fina realizados al extracto acuoso de 

Eucalyptus globulus diluido con alcohol 96%, extracto alcohólico diluido con alcohol 96% y 

extracto hidrodestilado diluido con alcohol 96%, se determinó la presencia del eucaliptol, 

alterando la bicapa fosfolipídica de la membrana citoplasmática de la bacteria (Aguilar, 2012; 

Aguirre et al., 2012; Rodenak-Kladniew et al., 2017). Por la metodología de hidrodestilación y 

arrastre al vapor, que el aceite esencial de las hojas de Eucaliptus globulus contenían químicamente 

el 85,40% y 89,89% de eucaliptol respectivamente, así como α-pineno, β-Mirceno, Linalol y α-

terpineol. (Torrenegra et al., 2019; Silva et al.,2011). 
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MÉTODOS Y MATERIALES 

 

Tipo de investigación y diseño de contrastación de hipótesis 

El presente trabajo de investigación fue de tipo experimental. y se ajustó a un diseño de 

contrastación de hipótesis de estímulo creciente (Alvitres, 2000)   

Población y muestra de estudio. 

Población:  

 

La población en estudio estuvo constituida por cepas de Staphylococcus aureus y 

Streptococcus agalactiae causantes de mastitis bovina aisladas en Lambayeque. 

Muestra:  

 

El tamaño muestral fue de 40, el resultado de la interacción de 8 cepas (5 de S. aureus y 3 

de Streptococcus agalactiae) con 5 concentraciones (75 mg/ml, 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 

mg/ml, 750 mg/ml) del extracto hidroalcohólico de hojas de Eucalyptus globulus L. “eucalipto” 

(8x5). Considerando tres repeticiones se contabilizan 120 unidades experimentales.  
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Procedimientos 

I. Determinación del efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de 

Eucalyptus globulus L. "eucalipto frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus 

agalactiae causantes de mastitis bovina. 

 

1. Identificación de cepas aisladas de casos de mastitis bovina 

La identificación de las cepas bacterianas aisladas de vacas con mastitis del departamento 

de Lambayeque fue realizada en el Laboratorio de Microbiología Veterinaria de la Facultad de 

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Staphylococcus aureus se 

identificó por la prueba de manitol y coagulasa positiva (Figura 1). En el caso de Streptococcus 

agalactiae se realizó la prueba de CAMP, siendo esta positiva (Figura 2). 

Figura 1  

Identificación de Staphylococcus aureus. A. S. aureus en agar manitol. B. Prueba de coagulasa 

(+). 
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Figura 2 

Identificación de Streptococcus agalactiae. A. Streptococcus agalactiae en agar sangre. B. Prueba 

de CAMP (+). 

 

 

  

 

 

2. Obtención del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

2.1. Recolección de hojas 

Se recolecto 5kg de hoja de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” provenientes del distrito de 

Chota. 

2.2. Selección, lavado, desinfección y secado (Alvarado y Velásquez ,2019) 

Se seleccionó 5 kg. de hojas de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" que no tuviesen afectación 

por microrganismos y organismos fitopatógenos, Se procedió al lavado con agua destilada, 

después a la desinfección de las hojas con hipoclorito de sodio al 2% por 5 minutos, y 

posteriormente se enjuagó 3 veces para eliminar todo residuo inorgánico. Las hojas fueron 

deshidratadas a temperatura ambiente por 20 días. 

2.3. Obtención de extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

(Espinoza y Morán, 2019) 

 

Después de la deshidratación, las hojas se trituraron y se obtuvo una un polvo fino de masa 

seca (Figura 3-Anexo A). Se pesó 50g de masa seca y se maceró en 500 ml de etanol al 80 % 

durante 7 días a temperatura ambiente (Figura 4 -Anexo B). Transcurrido el tiempo se realizó 

A B 

STAA2E1 

STAM 

STAS 

STAS 
STAM 

STAA2E1 
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el filtrado del macerado en papel filtro esterilizado (Figura 5A-Anexo C). El filtrado se 

distribuyó en placas esterilizadas (Figura 5B-Anexo C) y se colocó en estufa a 37° C (Figura 

5C-Anexo C), para eliminar el alcohol, obteniéndose el extracto seco que fue transferido a un 

frasco ámbar esterilizado y guardado en refrigeración (Figura 5D-Anexo C). 

2.4. Obtención de las concentraciones del extracto hidroalcohólico (Alvarado y 

Velásquez ,2019) 

Del extracto seco almacenado se pesó 0.75 g en 10ml de agua destilada como solvente, 

obteniendo una concentración de 75 mg/ml. De esta forma se obtuvieron el resto de 

concentraciones al 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml, con 10 ml de agua 

destilada (Tabla 1, Figura 6-Anexo D). 

Tabla 1  

Obtención de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus. 

Peso de masa cruda (g) Solvente (ml) Concentraciones (mg/ml) 

0.75 

1.25 

2.50 

5.0 

7.5 

9.25 

8.75 

7.5 

5.0 

2.5 

75 

125 

250 

500 

750 
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2.5. Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus 

globulus L. "eucalipto” sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae 

es o no dependiente. 

 

              2.5.1Preparación del inóculo 

 

     Se suspendió en solución salina fisiológica esterilizada (NaCl 0,86 %) de una a cinco 

colonias bacterianas de un cultivo de 18-24 horas de incubación en agar nutritivo. Se ajustó la 

turbidez de la suspensión al equivalente del estándar 0,5 de Mc. Farland (1 a 2 x 108 UFC/ml). 

           2.5.2Preparación de los discos de susceptibilidad 

 

Se preparó discos de papel de filtro Whatman Nº1 del cual de 6mm de diámetro. Los 

discos se colocaron dentro de viales y fueron esterilizados en autoclave (15 Lb. de presión a 

121oC por 15 minutos) y se dejaron secar en horno a 60°C por 24 horas. Posteriormente fueron 

embebidos con las concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus 

dejando reposar por 5 minutos para luego realizar la prueba de susceptibilidad. Se utilizará 

como control negativo discos embebidos en agua destilada esterilizada. 

           2.5.3Método de difusión en placa Kirby-Bauer  

 

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inóculo, se inoculó la 

superficie seca de la placa de Müeller Hinton, estriando con el hisopo en tres direcciones para 

asegurar una distribución uniforme del inóculo. Los discos uniformemente fueron distribuidos, 

de modo que estuvieron a una distancia mínima de 25 mm uno del otro. Las placas se incubaron 

en posición invertida en la estufa a 35°C/16 a 18 horas. En el caso de Streptococcus agalactiae 

las placas fueron introducidas en una campana para las condiciones microaerófilos y se incubó 

en la estufa a 35°C/18 a 24 horas.  
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II. Determinación de la Concentración Mínima inhibitoria (CMI) del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto frente a Staphylococcus aureus 

y Streptococcus agalactiae causantes de mastitis bovina: método de macrodilución en 

caldo (Norma Técnica N°30, Instituto Nacional de Salud, 2002) 

 

Para la determinación de la CIM del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. 

"eucalipto” frente a Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus se ajustó el inóculo 0,5 de 

Mc. Farland. Se colocó 0,5 ml de caldo Müeller Hinton desde el tubo N° 2 al N° 12.  Asimismo, se 

colocó 0,5 ml el extracto hidroalcohólico de E. globulus de trabajo al tubo N°1 y N°2. Se mezcló 

el tubo N°2 y se transfirió 0,5 ml del tubo N°2 al tubo N°3. Se continuó con el mismo procedimiento 

hasta el tubo N°10, descartando 0,5 ml de la dilución del tubo N°10. Se adicionó 0,5 ml del inóculo 

desde el tubo N°1 al N°11 y se incubó los tubos a 37°C por 24 horas (Anexo E). 

III. Comparación del efecto antibacteriano de Eucalyptus globulus L. "eucalipto sobre 

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae 

 

    Se utilizó el análisis varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey a fin de aceptar o rechazar las 

hipótesis nulas 

H0-1: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus según las cepas de S. aureus. 

H0-2: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus a diferentes concentraciones. 

H0-3: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus en la interacción de las cepas de S. aureus y las 

concentraciones de extracto. 
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PROCESAMIENTO Y ANÁLISIS DE LOS DATOS.  

    Se utilizó el análisis de varianza (ANOVA) para determinar si el efecto antibacteriano 

del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” es o no dependiente de las cepas 

microbianas y de las concentraciones del producto. También se complementó con la Prueba de 

Tukey para discriminar las cepas y las concentraciones más sensibles y más eficaces 

respectivamente. 
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RESULTADOS 

Del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

frente a Staphylococcus aureus causantes de mastitis bovina.  

 

Los valores obtenidos en la presente investigación demostraron que el extracto 

hidroalcohólico de Eucaliptus globulus L. "eucalipto" tuvo efecto antibacteriano frente a las cepas 

de Staphylococcus aureus (Figura 7-Anexo F).  La sensibilidad de las cepas (Tabla 2) aumentó 

con relación directamente proporcional a la concentración del extracto, observando halos de 

inhibición entre 14.90 mm y 20.83 mm de acuerdo a las concentraciones que va desde 75 mg/ml a 

750 mg/ml. Siendo la cepa SAC1 la que tuvo menor promedio de inhibición con 15.67 mm y la 

cepa SAC3 presentó mayor promedio de halo de inhibición con 19.13 mm (Tabla 6). 

Tabla 2 

Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

de Staphylococcus aureus según cepas y promedio de halo de inhibición. 

 

Concentración 

del 

Extracto 

mg/ml 

Halos de inhibición en cepas de  

Staphylococcus aureus (mm) 

SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SAC5 Promedios 

75 13.33 15.83 16 15.67 13.67 14.90 

125 14.33 16.67 18.33 17 15.33 16.33 

250 16 18 18.67 19 18.17 17.97 

500 16.83 19 20.33 19.67 19.33 19.03 

750 17.83 20.33 22.33 22 21.67 20.83 
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Del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

frente a Streptococcus agalactiae causantes de mastitis bovina.  

 

El extracto hidroalcohólico de E. globulus causó inhibición a todas las cepas de 

Streptococcus agalactiae (Tabla 3Figura 8-Anexo G,). Se observó que la sensibilidad aumentó 

debido al aumento de la concentración de dicho extracto, los promedios oscilan entre 15.78 mm y 

23 mm de acuerdo a sus concentraciones que van desde 75 mg/ml hasta 750 mg/ml. La cepa 

STAA2E1 obtuvo el menor promedio de halo de inhibición con 14.73 mm. Las cepas STAS y 

STAM obtuvieron un mayor promedio de inhibición de 21.60 mm y 23.47 mm respectivamente 

(Tabla 8). 

Tabla 3  

Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

de Streptococcus agalactiae según cepas y promedio de halo de inhibición. 

Concentración 

del 

Extracto 

mg/ml 

Halos de inhibición en cepas de  

Streptococcus agalactiae (mm) 

STAS STAM STAA2E1 Promedios 

75 16.67 18 12.67 15.78 

125 21.33 20 14.67 18.67 

250 25.33 21.33 16 20.89 

500 26 23.67 14.33 21.33 

750 28 25 16 23 
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Análisis de varianza de los promedios de los halos de inhibición de Staphylococcus aureus 

por efecto el extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

 

Se demostró en el Análisis de Varianza que las variables concentración (cc), cepa, y 

cepa*concentración existen diferencias significativas sobre el efecto producido por el extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. sobre el crecimiento de S. aureus (Tabla 4).  

H0-1: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus según las cepas de S. aureus. 

H0-2: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus a diferentes concentraciones. 

H0-3: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus en la interacción de las cepas de S. aureus y las 

concentraciones de extracto. 

Tabla 4 

Análisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibición (mm) generados en las cepas de S. 

aureus por efecto del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L.  

 

EFECTO SC GL CM F p Decisión  

Cepa 107.02 4 26.76 95.55 0.000000 Rechazar H0-1 

Concentración 319.65 4 79.91 285.40 0.000000 Rechazar H0-2 

Cepa*Concentración 19.71 16 1.23 4.40 0.000028 Rechazar H0-3 

error 14.00 50 0.28      

SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM: Cuadrado medio, F: Test, P: Probabilidad 
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Análisis de varianza de los promedios de los halos de inhibición de Streptococcus agalactiae 

por efecto el extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto" 

 

Acerca de las variables concentración (cc), cepa, y cepa*concentración los resultados 

muestran diferencias significativas sobre el efecto producido por el extracto hidroalcohólico de 

Eucalyptus globulus L. sobre el crecimiento de Streptococcus agalactiae (Tabla 5). 

 

H0-1: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus según las cepas de Streptococcus agalactiae. 

H0-2: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus a diferentes concentraciones. 

H0-3: No existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus en la interacción de las cepas de Streptococcus agalactiae 

y las concentraciones de extracto. 

Tabla 5 

Análisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibición (mm) generados en las cepas de 

Streptococcus agalactiae por efecto del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. 

 

 

EFECTO SC GL CM F p Decisión  

Cepa 634.53 2 317.27 241.98 0.000000 Rechazar H0-1 

Concentración  280.36 4 70.09 53.46 0.000000 Rechazar H0-2 

Cepa*Concentración  80.58 8 10.07 7.68 0.000015 Rechazar H0-3 

Error 39.33 30 1.31 
  

 

SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM: Cuadrado medio, F: Test, P: Probabilidad 
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Así pues, se demostró a través de la Prueba de significación de Tukey el comportamiento 

de la variable cepa con el cual se evidenció que los halos de inhibición fueron diferentes, hallando 

diferencias significativas. En la tabla 6 nos muestra que las cepas SAC5 y SAC 2 tienen el mismo 

comportamiento frente al extracto y las cepas SAC4 y SAC3 son las que mayor promedio de halos 

de inhibición tienen comportándose de manera similar frente a la actividad antibacteriana del 

extracto. Con respecto a la cepa SAC1 es la cepa que tiene el menor promedio con 15.67 mm y es 

diferente al resto de cepas. 

Tabla 6 

Prueba de significancia de Tukey del promedio de halos de inhibición según el tipo de cepa de S. 

aureus. 

 
 

CEPA 

mg/ml  

HALO 

(mm) 

1 2 3 

 
SAC1 15.67 a 

  

 
SAC5 17.63 

 
b 

 

 
SAC2 17.97 

 
b 

 

 
SAC4 18.67 

  
c 

 
SAC3 19.13 

  
c 

Diferencia significativa (p > 0,05) 

 

En la tabla 7 se puede diferenciar el efecto que producen las diferentes concentraciones, 

aceptando que existen diferencias significativas entre ellas, dicho de esta manera, mientras mayor 

sea la concentración mayor serán los diámetros de halos de inhibición. 
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Tabla 7  

Prueba de significancia de Tukey del efecto de inhibición de las diferentes concentraciones del 

extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. sobre las cepas de S. aureus 

 

 
CC 

mg/ml  

HALO 

(mm) 

1 2 3 4 5 

1 75 14.90 a 
    

2 125 16.33 
 

b 
   

3 250 17.97 
  

c 
  

4 500 19.03 
   

d 
 

5 750 20.83 
    

e 

Diferencia significativa (p > 0,05) 

 

 

Con respecto a las cepas de Streptococcus agalactiae, podemos observar que los halos de 

inhibición tienen diferencias significativas siendo la cepa STAM y STAS las cepas con un mayor 

promedio de halos de inhibición, además que cada cepa es diferente entre sí, según la prueba de 

significancia (Tabla 8). 

 

 

 

 



35 
 

 

Tabla 8 

Prueba de significancia de Tukey del promedio de halos de inhibición según el tipo de cepa de 

Streptococcus agalactiae. 

 

CEPA 

mg/ml  

HALO 

(mm) 

1 2 3 

STAA2E1 14.73 a 
  

STAM 21.60 
 

b 
 

STAS 23.47 
  

c 

Diferencia significativa (p > 0,05) 

 

Con respecto a la variable concentración se evidencia que existen diferencias significativas 

con respecto a la actividad antibacteriana del extracto, pero evidenciamos que según la prueba de 

significancia la concentración 250 mg/ml y 500mg/ml tiene el mismo efecto frente a las cepas 

utilizadas (Tabla 9). 
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Tabla 9 

Prueba de significancia de Tukey del efecto de inhibición de las diferentes concentraciones del 

extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. sobre las cepas de Streptococcus agalactiae 

 

CC 

mg/ml  

HALO 

(mm) 

1 2 3 4 

75 15.77778 a 
   

125 18.66667 
 

b 
  

250 20.88889 
  

c 
 

500 21.33333 
  

c 
 

750 23.00000 
   

d 

Diferencia significativa (p > 0,05) 

 

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohólico 

in vitro de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” frente a Staphylococcus aureus. 

En adelante se utilizaron las cepas SAC1, SAC2, SAC3, SAC4 y SAC5 frente a la 

concentración madre de 75mg/ml. Hay que mencionar, que a partir de dicha concentración se 

obtuvieron diluciones ya que fue la menor concentración que ejerció la actividad antibacteriana.  

Se tuvo en cuenta el crecimiento en los tubos y sus respectivas diluciones obteniendo para 

SAC2 y SAC5 de S. aureus una CMI de 2.34mg/ml en el que no se aprecia su crecimiento visible 

(Figura 10-Anexo I, Figura 13-Anexo L). En relación con SAC1 y SAC 3 tiene una CMI de 

9.38mg/ml y 4.48mg/ml respectivamente (Tabla 10, Figura 9-Anexo H, Figura11-Anexo J,).   
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Tabla 10 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Staphylococcus aureus. 

Tubo Concentración de 75mg/ml                    Cepas de Staphylococcus aureus 

  SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SAC5 

N° 01 Control positivo - - - - - 

N° 02 75 mg/ml - - - - - 

N° 03 37.5 mg/ml - - - - - 

N° 04 18.75 mg/ml - - - - - 

N° 05 9.38 mg/ml - - - - - 

N° 06 4.68 mg/ml + - - - - 

N° 07 2.34 mg/ml + - + + - 

N° 08 1.17 mg/ml + + + + + 

N° 09 0.58 mg/ml + + + + + 

N° 10 0.29 mg/ml + + + + + 

N° 11 Control negativo * + + + + + 

N° 12 Control del extracto** - - - - - 

 

(*) Extracto+ Inóculo (**) Caldo MH + inóculo (***) Caldo MH 
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Por otra parte, los resultados de CMI para las cepas STAM y STAS de Streptococcus 

agalactiae fue de 0.58 mg/ml mucho menor a comparación de STAA2E1 que obtuvo 1.17 mg/ml 

(Tabla 11). 

 

Tabla 11 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Streptococcus agalactiae. 

 

Tubo Concentración de 75mg/ml                     Cepas de Streptococcus agalactiae 

  STAA2E1 STAM STAS 

N° 01 Control positivo(*) - - - 

N° 02 75 mg/ml - - - 

N° 03 37.5 mg/ml - - - 

N° 04 18.75 mg/ml - - - 

N° 05 9.38 mg/ml - - - 

N° 06 4.68 mg/ml - - - 

N° 07 2.34 mg/ml - - - 

N° 08 1.17 mg/ml - - - 

N° 09 0.58 mg/ml + - - 

N° 10 0.29 mg/ml + + + 

N° 11 Control negativo ** + + + 

N° 12 Control del extracto*** - - - 

 

(*) Extracto+ Inóculo  (**) Caldo MH + inoculo    (***) Caldo MH  
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DISCUSION 

 

En la presente investigación se demostró el efecto antibacteriano in vitro del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” a diferentes concentraciones frente a 

Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, causante de mastitis bovina.  

El extracto hidroalcohólico de eucalipto posee flavonoides hidroxilados como, 2' ,6' 

dihidroxi-3' -metil-4' -metoxi-dihidrocalcona; eucalyptin y 8-desmetil-eucalyptin que se extraen 

mediante los solventes polares como el agua y etanol (Takahashi et al., 2004). También contienen 

taninos, alcaloides, ácidos grasos, componentes fenólicos, coumarinas, propanoides, y aldehídos 

fenólicos como ácido gálico, ácido elágico (Pérez, 2013).  

La actividad antibacteriana efectiva del extracto tanto sobre Staphylococcus aureus como 

sobre Streptococcus agalactiae se explica en el contenido de flavonoides y aldehídos fenólicos en 

dicho producto, los cuales probablemente alteran la composición de la membrana plasmática y el 

metabolismo celular por medio de la inhibición de la fosforilación de proteínas o por la formación 

de complejos con proteínas solubles de la pared de la célula. Estos efectos se amplían con los de 

otro componente del extracto hidroalcohólico, como la coumarina, que inhibe la girasa bacteriana 

interfiriendo con la replicación. Por ende, ambos componentes son los principales principios 

activos con acción antibacteriana sobre las bacterias probadas (Balbuena,2017; Morales et al., 

2017)   

Además, las hojas de E. globulus contienen principios bioactivos antimicrobianos como 

eucaliptol, este compuesto induce a la producción descontrolada de especies reactivas de oxígeno 

(EROs) como iones de oxígeno, radicales libres y peróxidos desestabilizando la bicapa lipídica y 

promoviendo la formación de poros como consecuencia la difusión de moléculas e iones (K+ y 



40 
 

 

H+), lo que finalmente destruye la membrana celular bacteriana (Torrenegra et al., 2019; 

RodenakKladniew et al., 2017; Aguirre, 2012).  

Los diferentes porcentajes de la composición química del eucalipto podrían deberse a 

diferentes condiciones genéticas, quimiotipo, ambientales y climáticas que podría variar la 

composición volátil como el caso del eucaliptol que tiene mayor concentración en hojas secas que 

en hojas frescas durante la primavera (Hadipanah et al., 2015; Silva et al.,2011)  

En esta investigación si bien el extracto hidroalcohólico tuvo efecto sobre Staphylococcus 

aureus, este efecto fue variable según la cepa, habiéndose determinado cepas más sensibles y cepas 

resistentes, siendo esto similar a lo reportado por Alvarado y Vásquez (2019); Uriol (2021); Santos 

(2019) y Laura (2019), esto se explica en los determinantes de virulencia que posee dicha bacteria 

tales como la cápsula de naturaleza polisacárida y el pepdidoglucano los cuales tienen un efecto 

físico o mecánico fundamentado en su mayor espesor en las cepas virulentas que impide  el ingreso 

de las sustancias a estructuras más internas como la membrana plasmática donde el efecto del 

extracto es irreversible.  

Por otro lado, debe tenerse en cuenta el tipo de mastitis causadas por estas bacterias, que 

puede ser subclínica, clínica y crónica; en relación a esto las cepas causantes de mastitis crónica 

podría desarrollar mecanismos de resistencia como la síntesis de enzimas que afecten de alguna 

manera a los principios activos del eucalipto. Aun así, cualquier producto del eucalipto tiene la 

gran ventaja que sus principios activos difundan, después de su paso por la pared bacteriana, fácil 

y rápidamente a través de la membrana plasmática, alterando la tensión superficial de la bicapa 

fosfolipídica y propiciando alteraciones en el transporte activo y pasivo y en el metabolismo 

respiratorio de gran importancia en la vida celular, siendo inclusive el efecto letal para la bacteria.  
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 Según los valores que se obtuvo, se  evidenció que a mayor concentración del producto 

mayor efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus lo que coincide con los resultados de 

Alvarado y Vásquez en el 2019 quienes experimentaron con el extracto hidroalcohólico de 

eucalipto frente a 10 cepas de Staphylococcus aureus obteniendo que la concentración del extracto 

hidroalcohólico que tuvo mayor efecto inhibitorio fue 500mg/ml con un halo de inhibición 

promedio de 19.29 mm y la de menor efecto fue a concentración 100 mg/ml con 15.2mm. De la 

misma manera sucede con el reporte de Uriol (2021) que utilizó extracto hidroalcohólico in vitro 

de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) sobre Staphylococcus aureus, encontrando que 

al 100% el producto fue más eficaz que a menores concentraciones de 40% y 70%.  

Todo lo mencionado está en concordancia con la cantidad de los principios activos hallados 

en las diferentes partes de la planta y en su concentración en los productos vegetales, así en este 

estudio, en el caso del eucalipto, las hojas contienen la mayor cantidad de principios activos y en 

el caso del extracto hidroalcohólico, el efecto inhibitorio depende en relación directamente 

proporcional   a la concentración del producto, es decir a mayor concentración, mayor inhibición 

de las bacterias probadas.   

   En relación al efecto antibacteriano que muestra el extracto hidroalcohólico de 

Eucalyptus globulus L. "eucalipto” de forma independiente sobre las cepas de Streptococcus 

agalactiae, se evidencia que la cepa STAS presenta mayor sensibilidad con respecto a la cepa 

STAA2E1 siendo similar a lo reportado por Leal (2014) cuyas cepas de Streptococcus agalactiae 

fueron inhibidos por los extractos de C. officinalis y T. vulgaris diluidos 1:2 y 1:4 y por todas las 

diluciones de S. officinalis. Esto se relaciona con la naturaleza química de la envoltura externa de 

la bacteria que en Streptococcus agalactiae se trata de una cápsula con mayor concentración de 
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ácido siálico, que a diferencia de la cápsula polisacárida de Staphylococcus aureus, es más 

hidrófila al extracto hidroalcohólico de eucalipto facilitando su ingreso (Yang et al., 2013).  

Asimismo, en la presente investigación se obtuvo una CMI de 0.58 mg/ml para 

Streptococcus agalactiae y una CMI de 2.34 mg/ml para Staphylococcus aureus resultados 

similares a los resultados obtenidos por Byron et al. (2021) que trabajaron en el extracto 

hidroalcohólico de eucalipto en cepas de S. aureus obteniendo a concentración 50mg/ml una 

inhibición con un diámetro promedio de 13.75 mm con DE=4,70 a concentración de 200 mg/mL 

un diámetro de 21.62 mm (DE=5.01) y una CMI de 48.82 µg/ml (p˂0.0001). Todo esto tiene la 

misma explicación dada en ellos párrafos anteriores.  

Muhamed et al. (2011), en su estudio in vitro de extractos metanólicos y acuosos de 

Asteracantha longifolia, Dactyloctenium indicum, y Trichodesma indicum, extractos diferentes al 

presente estudio, reportando actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y 

Streptococcus agalactiae, patógenos causantes de la mastitis bovina, determinando que extractos 

de metanol inhibían significativamente a bacterias grampositivas (p< 0.01).   

Al evaluar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohólico Eucalyptus globulus L.  

"eucalipto” sobre las cepas, se observó́ una diferencia sobre el efecto inhibitorio entre 

Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus, debida a la composición química de la 

estructura ya explicada anteriormente, además la bacteria Staphylococcus aureus presenta una 

pared celular recubierta, una capsula de polisacárido, identificándose así serotipos capsulares, 

donde serotipos 1 y 2 le atribuyen a la bacteria una capa más gruesa (Harjanti et al., 2020; Murray 

et.al, 2013). De igual forma las mutaciones que presentan las bacterias en su material genético le 
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atribuyen modificaciones estructurales, proporcionándoles así un mecanismo de protección frente 

a agentes externos o compuestos químicos (Echevarría e Iglesias, 2003). 
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CONCLUSIONES 

 

Al finalizar esta investigación se concluye que:  

 

1. El extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus a concentraciones de 75 mg/ml, 

125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml, tiene actividad antibacteriana in vitro sobre 

todas las todas las cepas tanto de Staphylococcus aureus como de Streptococcus agalactiae 

causantes de mastitis bovina.  

2. La Concentración Mínima Inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus 

frente Streptococcus agalactiae fue de 0.58 mg/ml y frente Staphylococcus aureus fue de 2.34 

mg/ml.  

3. Las cepas de Streptococcus agalactiae fueron más susceptibles que las cepas de 

Staphylococcus aureus frente al extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus.   
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RECOMENDACIONES 

 

1. Complementar este esquema de trabajo realizando estudios fitoquímicos del 

extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus para especificar que principios activos se 

encuentran en dicho extracto.  

2. Hacer una investigación sobre el efecto citotóxico in vivo del extracto 

hidroalcohólico de Eucalyptus globulus en vacas con mastitis clínica y subclínica.  

3. Continuar con el estudio de otras plantas en busca de principios activos que 

ayuden a disminuir la resistencia bacteriana de patógenos causantes de mastitis bovina.  
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Anexo A 

 

 

Figura 3 

Hojas de Eucalyptus globulus. A. Estado natural. B. Hojas trituradas. 
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Anexo B 

 

Figura 4 

Maceración de las hojas de Eucalyptus globulus.  
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Anexo C 

 

Figura 5 

Obtención del extracto seco de Eucalyptus globulus. A. Filtrado. B. Distribución en placas 

estériles. C. Evaporación del alcohol a 37°C. D. Extracto seco. 
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Anexo D 

Figura 6  

Obtención de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus. 
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Anexo E 

 

Esquema del proceso de Concentración Mínima Inhibitoria por método de macrodilución  

 

 1 

C.P 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

C.N 

12 

C.E 

Caldo M.H  0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Extracto 

hidroalcohólico de 

Eucaliptus globulus 

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5   

Inoculo: S. 

aureus/Streptococcus 

agalactiae 

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5  

Volumen final 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5 

Nota: Referido de Maco (2017) 

 

C.P: Control Positivo 

C.N: Control negativo 

C.E: Control de esterilidad (MH) 
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Anexo F 

 

Figura 7 

Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus sobre 

Staphylococcus aureus. 

 

 

       

Nota: La figura muestra los halos de inhibición de sus respectivas cepas A. Cepa SAC1. B. Cepa 

SAC2. C. Cepa SAC3. D. Cepa SAC4. E. Cepa SAC5 
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Anexo G 

 

 

Figura 8 

Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohólico de Eucalyptus globulus sobre Streptococcus 

agalactiae.  

 

 

 

Nota: La figura muestra los halos de inhibición de sus respectivas cepas A. Cepa STAA2E1. B. 

Cepa STAM. C. Cepa STAS 
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Anexo H 

 

 

 

Figura 9 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Staphylococcus aureus cepa SAC1. 
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Anexo I 

 

 

Figura 10 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Staphylococcus aureus cepa SAC2. 
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Anexo J 

 

 

 

Figura 11 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Staphylococcus aureus cepa SAC3. 
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Anexo K 

 

 

 

Figura 12 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Staphylococcus aureus cepa SAC4. 
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Anexo L 

 

 

 

Figura 13 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Staphylococcus aureus cepa SAC5. 
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Anexo M 

 

 

Figura 14 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Streptococcus agalactiae cepa STAA2E1. 
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Anexo N 

 

 

Figura 15 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Streptococcus agalactiae cepa STAM. 
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Anexo Ñ 

 

 

Figura 16 

Concentración mínima inhibitoria del extracto hidroalcohólico de E. globulus sobre 

Streptococcus agalactiae cepa STAS. 
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Anexo O 

 

Figura 17 

Gráfico de Prueba de significancia de Tukey según la sensibilidad de las cepas de Staphylococcus 

aureus.  
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Anexo P 

 

Figura 18 

Gráfico de Prueba de significancia de Tukey sobre el promedio de los halos de inhibición de 

acuerdo a la actividad antibacteriana de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de 

Eucalyptus globulus. 
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Anexo Q 

 

Figura 19 

Gráfico de Prueba de significancia de Tukey según la sensibilidad de las cepas de Streptococcus 

agalactiae.  
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Anexo R 

 

Figura 20 

Gráfico de Prueba de significancia de Tukey sobre el promedio de los halos de inhibición de 

acuerdo a la actividad antibacteriana de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de 

Eucalyptus globulus. 
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