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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antimicrobiano del
aceite de canela (Cinnamomun zeylanicum) sobre cepas de Salmonella; (Salmonella
entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis y Salmonella enterica subsp. entérica
serovar Typhimurium), con el objetivo de determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria, la Concentracion Bactericida Minima y la sensibilidad bacteriana. Para la
obtencion del aceite de canela se utilizo el método de destilacion por arrastre de
vapor e inmediatamente se sometido a decantacion, almacenandolo en refrigeracion.
La valoracion de la actividad antibacteriana de las distintas concentraciones de aceite
de canela (10%, 30%, 50%, 70% y 90%), utilizando como testigo etanol al 99.8% se
realizd mediante dos técnicas: la difusién en medio liquido, en el cual se inoculo la
cepa respectiva en un tubo de ensayo con caldo Cerebro-Corazon luego se comparé
con la turbidez del tubo #5 de la escala de McFarland y se incubaron 10 tubos con un
1ml de caldo con la cepa respectiva y 1ml de aceite de canela a 37°C por 24 horas
para la Concentracion Minima Inhibitoria, la concentracion con menor turbidez se
sembré en medio agar para la determinacion de la Concentracion Minima
Bactericida. En la técnica de difusion en disco agar se sembrd las cepas en la
superficie del agar Muller Hinton colocando los discos de sensibilidad con los
tratamientos: TO etanol al 99.8%, T1 aceite de canela al 10%, T2 aceite de canela al
30%, T3 aceite de canela al 50%, T4 aceite de canela al 70%, T5 aceite de canela al
90% vy se incubaron los agares a 37°C por 24 hora, posteriormente evaluandose el
diametro del halo de crecimiento con una regleta milimétrica Hiantibiotic ZoneScale.
Se utiliz6 un diseio completamente al azar con cinco tratamientos y cinco
repeticiones, ademéas de un andlisis de varianza y prueba de Tukey al 5%. Como
resultado se obtuvo que la cepa Salmonella choleraesuis fue sensible al aceite de
canela a partir del tratamiento T3 con halos de 19 mm y 26 mm para S. typhimurium.
Manifestando estadisticamente que el tratamiento con concentraciones de aceite de

canela al 50%,70% Yy 90% son significativos para las dos cepas bacterianas.

Palabras clave: halos de sensibilidad, concentraciéon minima inhibitoria, Salmonella
Choleraesuis, Salmonella Typhimurium, antibiograma, McFarland.
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SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the antimicrobial effect of oil of
cinnamon (Cinnamomun zeylanicum) on strains of Salmonella; (Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708 * and Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC® 13311 *), with the objective of
determining the minimum inhibitory concentration, the minimum bactericidal
concentration and sensitivity matting. To obtain the oil of cinnamon was used the
method of distillation carryover of dread and subjected to decanting and storing it in
refrigeration. The evaluation of the antibacterial activity of the different
concentrations of cinnamon oil (10%, 30%, 50%, 70% and 90%), using as a witness
to 99,8 ethanol % was performed using two techniques: the spread between liquid in
which the respective strain in a test tube with broth was inoculated brain heart
infusion then — was compared with turbidity tube #5 McFarland scale and incubated
at 37 ° C for 24 hours for the minimum concentration Inhibitory, concentration with
less turbidity was sowed in agar medium for the determination of the minimum
bactericidal concentration. In Disc diffusion technique - agar was sown the strains on
the surface of the agar Muller Hinton placed disks sensitivity treatments: TO ethanol
t0 99.8%, T1 cinnamon oil 10%, T2 cinnamon oil to 30%, T3 cinnamon oil to 50%,
T4 oil of cinnamon to 70%, T5 cinnamon oil to 90% and the agars at 37 ° C were
incubated for 24 hour subsequently evaluating the diameter of the halo of growth
with a millimetric rule. We used a completely randomized design with five
treatments and five replications, in addition to an analysis of variance and Tukey 5%.
As result was obtained the strain Salmonella choleraesuis was sensitive to the oil of
cinnamon from the T3 treatment with halos of 19 mm and 26 mm for S.
typhimurium. Demonstrating statistically than the 50%,70% Yy 90% are meaningful

for bacterial strains.

Key words: halos of sensitivity, strains, minimum concentration inhibitory,

bactericidal. Salmonella Choleraesuis, Salmonella Typhimurium, McFarland.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La utilizacion de las plantas medicinales como recurso terapéutico es bastante
difundida en todo el mundo, y 67% de las especies vegetales medicinales son
provenientes de paises en desarrollo. Las llamadas plantas medicinales tienen un
gran potencial para su uso como aditivos nutricionales y terapéuticos. Con el uso de
los ingredientes activos presentes en estas plantas seria posible minimizar o incluso
eliminar el uso de productos quimicos. De esta manera, podria disminuir el impacto
de los residuos en los productos animales como carne y huevos ademés de la
reduccion de la contaminacion del medio ambiente, mediante el uso racional de los
productos herbarios que combina la necesidad de reducir costos y pérdidas en la
produccion animal, en un mercado cada vez mas exigente por el consumidor (Loya,
Gonzélez & Rivera, 2009).

Para abarcar de mejor manera el tema de las plantas medicinales es necesario hacer
énfasis en la Fitoterapia como una alternativa al tratamiento de enfermedades, ya que
hace mucho tiempo las plantas medicinales son vistas como medicamentos no
quimicos, obtenidos de la naturaleza y que fueron testados a través de siglos por los
antepasados (Florencio, 2008).

La Fitoterapia del mafiana debe realizar una aproximacion a la modernidad basada
sobre métodos cientificos, que tomen en consideracion las experiencias validas
acumuladas en el pasado, y que en la actualidad requieren un estudio y

entendimiento racional sobre bases cientificamente establecidas (Pertierra, 2007).

El desconocimiento de la fitoterapia como alternativa para el control de
enfermedades bacterianas hace preciso el estudio de plantas que permitan una
solucion eficaz al uso indiscriminado de antibidticos y otros medicamentos no
benéficos para la salud humana, utilizando asi esencias, aceites, extractos que
permiten controlar la presencia de enterobacterias en animales de produccion
(Anbnimo, 2000)

Las enfermedades enteropatdégenas son uno de los principales problemas que se
pueden encontrar en el pais debido a su alta prevalencia e incidencia y la dificultad



que tienen para ser eliminadas. Entre las bacterias que pueden producir enfermedades
entéricas tenemos: Salmonella, esta bacteria Gram-negativa causa alta morbilidad
con presencia de lesiones intestinales, retraso del desarrollo, aumento de la
conversion alimenticia en animales, dolores intestinales en humanos, y mortalidad en
la produccion de animales donde no se realiza un correcto manejo de la cuarentena y
un control sanitario adecuado, ya que pueden ser controladas por un tiempo
determinado pero pueden volver a infectar a nuevos lotes. La alta incidencia de
enfermedades producidas por enterobacterias es una de las causas de pérdida
econdémica en todo el mundo. Los tratamientos a base de antibidticos no siempre
brindan los resultados esperados, algunos de sus componentes puede crear resistencia
produciendo asi una disminucion en la inmunidad, recalcando que la Unién Europea
prohibid su uso debido a que las consecuencias y riesgos en el consumo de productos
de origen animal contaminados con bacterias resistentes destinados al consumo

humano pueden producir enfermedades graves para los mismos (Torras, 2004).

La aparicion de cepas de Salmonella Typhimurium y Choleraesuis con resistencia a
diferentes antibidticos como: cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y
tetraciclinas en algunos paises de Europa Yy que posteriormente tuvieron una
distribucion mundial, ha causado una preocupacion en la salud animal y la salud
publica debido a que los tratamientos ya no tienen el efecto esperado. En la
actualidad, la presencia de cepas de Salmonella spp resistentes en todo el mundo, ha
causado un gran problema en la terapéutica de esta enfermedad debido a que los
antibidticos utilizados cominmente ya no funcionan o no se obtienen los resultados

deseados (Talavera et al., 2011).

Los aceites esenciales obtenidos de las plantas han mostrado tener propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y
antimicoticas. Se ha observado que mejoran la conversion alimenticia, estimulan
enzimas digestivas y dan mejor sabor a los alimentos. Diversos estudios en diferentes
especies pecuarias han demostrado sus beneficios para mejorar la digestibilidad,
conversion alimenticia y productividad de los animales, asi como su efecto
antioxidante y antiparasitario, que los hace una alternativa viable al uso de aditivos y

farmacos utilizados hasta ahora en la produccion animal (Martinez et al., 2015).



Con los resultados obtenidos en la investigacion se pretende dar a conocer a los
productores de especies menores la importancia de la fitoterapia mediante la
obtencion de un producto natural y econdmico a base del aceite de una planta de
facil adquisicion en nuestro pais, como es la canela (Cinnamomun zeylanicum),
implementando nuevas opciones de tratamiento a enfermedades bacterianas que
tienen gran incidencia y prevalencia en nuestro pais y que por muchos afios han
provocado considerables pérdidas econdmicas ademas de riesgos en la seguridad
alimentaria de la poblaciéon ( Salvador & Castillo, 2013).



CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS.

En el estudio de la composicién quimica cualitativa, realizado en el “ensayo quimico
dirigido y estudio del efecto antimicrobiano in vitro de algunos condimentos
empleados en la cocina mexicana” menciona; l0s principales constituyentes
reportados de la canela son: aceite esencial (2-4%), aldehido cuminico (25-35%),
terpenos (pineno, terpineol); flavonoides: derivados del luteolol y apigenol, por lo
tanto coincide con los resultados del estudio al obtener la prueba de los flavonoides
positiva igual que el de los hidréxidos fendlicos y la importancia de realizar estudios
quimicos en varias plantas que pueden ayudar a controlar la bacteria Escherichia coli
y a tener en cuenta la utilidad de la fitoterapia en la vida cotidiana (Esquivel et al.,
2010).

En la investigacion sobre: “Aceites esenciales: alternativa de antimicrobianos
naturales”. Demostraron que actualmente los aceites esenciales derivados de plantas
y especias tienen efectos antimicrobianos que estdn relacionados con los
componentes quimicos presentes. Entre los métodos mas empleados para la
evaluacion antimicrobiana se incluyen: dilucion, difusion, caja Petri invertida y
camara hermética, siendo asi que la técnica més utilizada para determinar y
cuantificar los componentes quimicos es la cromatografia; esta en conjunto con otras

ha mostrado resultados repetibles (Reyes, Palou & Lopez, 2012).

La investigacion denominada; “Evaluacion in vitro del efecto bactericida de
extractos acuosos de laurel, clavo, canela y tomillo sobre cinco cepas bacterianas
patdgenas de origen alimentario”. Refiere que, al evaluar el efecto bactericida de
extractos acuosos de canela, clavo, laurel y tomillo, sobre cepas de E. coli,
Salmonella spp., Ps. aeruginosa, S. aureus y B. cereus, el extracto de canela mostro
un amplio espectro de accién, al detener el crecimiento de todas las bacterias

ensayadas (Herrera & Rico, 2006).



La actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos de cinco plantas fueron
seleccionados contra cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Candida
albicans resistentes a multiples farmacos. Las cepas ATCC de Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus bovis, Pseudimonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Candida albicans también fueron probados. Las cepas que mostraron resistencia
frente al niUmero maximo de antibioticos probados se seleccionaron para un ensayo
antibacteriano. La planta antimicrobiana mas potente fue A. nilotica (rango MIC
9,75-313 pg / ml), mientras que otros extractos vegetales crudos estudiados en este
informe mostraron mayores valores de CIM que A. nilotica frente a infecciones
adquiridas en la comunidad y nosocomiales. Este estudio concluye que A. nilotica, C.
zeylanicum y S. aromaticum pueden utilizarse contra las drogas multirresistentes que

causan infecciones nosocomiales y adquiridas en la comunidad (Khan et al., 2009).

El “Efecto Antimicrobiano de Vainilla y de Aceites Esenciales de Canela y Clavo en
Leche de Vaca Pasteurizada”, demuestra que, los antimicrobianos con mayor
actividad bactericida frente a L. monocytogenes fueron el (AE) clavo seguidos por el
eugenol y hojas de canela, (AE) de corteza de canela, cinamaldehido y vainillina.
Frente a E. coli O157:H7 la mayor actividad bactericida la presentaron el eugenol. La
eficacia como antimicrobiano de la canela frente a Escherichia coli. en la leche de
vaca semidescremada fue superior en comparacion con la vainilla que tiene un bajo
nivel de efectividad (Cava, Roda, Taboada, Palop, Lopez-Gémez & Marin-Iniesta,
2012).

En el estudio del “Efecto del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum),
canela (Cinnamomum zeylanicum) y su combinacién sobre la accion antifungica en
Aspergillus flavus en agar chicha de maiz (Zea mays L.), variedad morado”, se
evalud el efecto del aceite esencial de clavo de olor, canela y su combinacion a
diferentes concentraciones sobre la accion antifungica en Aspergillus flavus en agar
chicha de maiz (Zea mays L.) variedad morado. La prueba de comparacién multiple
de Tamhane determiné que, estadisticamente, los aceites esenciales y su
combinacion a 0,20% produjeron la misma accion antifungica sobre Aspergillus

Flavus en agar chicha de maiz morado (Caballero, Villacorta & Vésquez, 2016).



Para determinar la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos estudiados se
realizaron ensayos de susceptibilidad antimicrobiana mediante la metodologia de
difusion radial en placa de agar, la cual consiste en medicion del halo de inhibicién
del crecimiento bacteriano generado por un agente antimicrobiano. Para la
realizacion de los ensayos se utilizaron dos cepas bacterianas diferentes E. coli ATCC
25922 y S. aureus ATCC 25933, ambas con resistencia a antibioticos, las cuales
fueron cultivadas utilizando como medio de cultivo caldo nutritivo Mueller-Hinton a
una temperatura de 37°C durante un periodo de 18-24 horas, de acuerdo a las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Medina,
Mendoza, Nufiez & Pacheco, 1980)

Un estudio evalu6 el comportamiento productivo y el rendimiento a canal en pollos
de engorde, a partir de la combinacion de plantas aromaticas, en forma de harina de
hoja, incluida al 0,07% en la dieta como aditivos fitoterapéuticos. Los resultados
obtenidos en el rendimiento a la canal se debio a un mayor aprovechamiento de los
nutrientes de la dieta adicionada con la combinacion de harina de hoja; el eugenol y
cinamaldehido presentes estimulan la secrecion de enzimas digestivas y favorecen la
digestion y absorcion intestinal que se mide como conversion alimenticia (Devriese,
Hernandez & Zakaria, 2006).

Los estudios realizados sobre la Nisina y Canela contribuyeron en gran medida a la
inactivacion de cepas bacterianas como E. coli y Salmonella. El efecto fue maés
marcado matando a 20 °C, con recuentos en todas las muestras tratadas siendo
indetectable por siembra directa en 3 dias para Salmonella Typhimurium y 7 dias
para E. coli O157: H7. Por lo tanto, varios factores influyeron en la disminucion de
los recuentos: bajo pH, adicion de nisina y la canela, y la temperatura de
almacenamiento. EI método TAL fue tan eficaz como TSA en la recuperacién de
células dafiadas de los patogenos. La combinacion de nisina y canela acelera la
muerte de Salmonella typhimurium y E. coli O157: H7 en el zumo de manzana y asi

mejora la seguridad del producto (Yuste & Fung, 2004).

Durante la “Evaluacion de la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de
Minthostachys verticillata y limoneno contra cepas de Streptococcus uberis aislados
de mastitis bovina”, se indica que, el efecto del aceite esencial y el limoneno en la

CIM determinada en caso sobre la formacion de biofilm de estas cepas. Los valores



de CIM del aceite esencial oscilaron entre 14,3 y 114,5 mg/ml (1,56%-12,5% v/v) y
los de CBM entre 114,5 y 229 mg/ml (12,5%-25% v/v). Las CIM del limoneno
oscilaron entre 3,3 y 52,5 mg/ml (0,39% - 6,25% v/v) y la CBM fue de 210 mg/ml
(25% v/v). Ambos compuestos mostraron actividad antibacteriana y afectaron la
formacion de biofilm de la mayoria de las cepas (Montironi, Cariddi, & Reinoso,
2016). Horvéth & Acs (2015); mencionan que los diferentes aceites esenciales como
el de Naranja mostraron que a una concentracion del 0,1% induce un estimulo de
estrés que fue consistente durante la inhibicion, sintesis y lisis de la pared celular
mediante observacion de transmision electronica, en conclusion los aceites esenciales
pueden interrumpir la estructura de la membrana celular indirectamente afectando la

secrecion de toxina de diferentes bacterias.

En la evaluacion, “Actividad antibacteriana y determinacion de la composicion
quimica de los aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis), tomillo
(Thymus wvulgaris) y curcuma (Curcuma longa) de Colombia”, se observa que,
existen porcentajes de inhibicidn altos, incluso comparables con la ampicilina; de
acuerdo a ello, de los tres aceites evaluados frente a la cepa de S. aureus, se pueden
observar porcentajes de inhibicion de 60 % para el caso del aceite de romero y 70 %
en los aceites de tomillo y clrcuma, respectivamente. Los aceites evaluados no
presentan porcentajes de inhibicion representativos frente a las cepas gramnegativas
E. coli y S. tiphy. Por su parte los resultados de densidad e indice de refraccion son
comparables con los obtenidos en la literatura, lo cual complementa su

caracterizacion (Coy & Acosta, 2013).

La “Inhibicion de Paenibacillus larvae empleando una mezcla de aceites esenciales y
timol”, se evalu6 mediante, la actividad antimicrobiana in vitro de una mezcla de dos
aceites esenciales y timol frente a Paenibacillus, los aceites esenciales utilizados
fueron canela (Cinnamomum zeylanicum) y tomillo (Thymus vulgaris), con el
agregado de timol, componente mayoritario del tomillo presente en un 39,9%. No se
detectaron diferencias significativas entre las cepas bacterianas estudiadas, pero si
entre la actividad de los aceites esenciales y la del timol (P<0,01). Un efecto
inhibitorio sinérgico frente a Loque americana, evidenciado en la reduccién de la
CIM y de la CBM, fue obtenido mediante la utilizacion de una mezcla de 62,5% de
aceite esencial de tomillo, 12,5% de aceite esencial de canela y 25% de timol
(Fuselli, Garcia De La Rosa, Gende, Eguaras & Fritz, 2006).



En el “Estudio de la Actividad Antibacteriana de Peliculas elaboradas con Quitosano
a diferentes pesos moleculares incorporando Aceites Esenciales y Extractos de
Especias como Agentes Antimicrobianos”, demuestran que, se evalud el efecto de
quitosano a diferentes pesos moleculares (alto, medio y bajo peso molecular) en la
elaboracion de peliculas antimicrobianas., incorporando aceites esenciales (AE) y
extractos funcionales (EF), de comino (Cuminum cyminum L), clavo (Eugenia
caryophyllata) como agentes antimicrobianos. La actividad Antimicrobiana de los
AE y EF se evalu6 mediante la determinacion de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB) contra: Escherichia coli O157:H7 (ATCC
43888), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus cereus (ATCC 11778) y Listeria monocytogenes. Se determind que
las peliculas de quitosano a bajo peso molecular con una concentracion de 2% de AE
de clavo y clavo—E7 presentan actividad antimicrobiana sobre la mayoria de las

cepas probadas (Hernandez, Gonzales, Gutiérrez, Mufioz & Quintero, 2011).

El estudio de la “Accion antimicrobiana de extractos crudos de especies de plantas
nativas sobre Escherichia coli y Salmonella spp”, demuestra que, de los 14 extractos
metanolicos analizados, 7 mostraron actividad frente a cepas de E.coli y Salmonella,
aunque 2 de ellos que corresponden a los extractos de Radal y Notro solo presentaron
actividad antimicrobiana frente a S. Typhimurium ATCC14028 (Ocares, 2015).

En el estudio del “Efecto de extractos de productos naturales para controlar la
presencia de Campylobacter jejuni y Salmonella spp. en carne molida de pollo”,
menciona que, extractos como el de jugo de limén, tamarindo y tomillo tienen
actividad antibacteriana presentando inhibicion del crecimiento de S.Typhi, S.
Typhimurium y C. jejuni in vitro mostrando halos de inhibiciébn mayores a 1cm.
Dichos extractos al ser mezclados in vitro presentaron un efecto sinérgico para la
inhibicion de C. jejuni. Sin embargo, al ser afiadidos a la carne molida de pollo
contaminada artificialmente, se observd que el tomillo fue el més efectivo contra C.
jejuni reduciendo la poblacion cerca de 3.5 log en los primeros 5 dias de
almacenamiento de la carne a 4°C mientras que para ambas cepas de Salmonella no

se obtuvo el mismo efecto (Robles, 2014).



En la investigacion; “Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de aceites
esenciales contra Clavibacter michiganensis subespecie Michiganensis”, la técnica
utilizada para el andlisis de la actividad antimicrobiana fue la de difusion en agar,
utilizando discos de papel filtro estériles embebidos con el aceite esencial, diluidos
1:1, 1:5 y 1:10 (v/v), en medio de cultivo especifico previamente inoculado con la
cepa de estudio. Los aceites esenciales que presentaron actividad antimicrobiana
fueron las diferentes presentaciones de Lippia palmeri, Thymus vulgaris y
Cinnamomum zeylanicum. El tratamiento con Lippia palmeri silvestre inhibio
significativamente el crecimiento de Cmm en diferentes dosis evaluadas. Los aceites
de mayor actividad antibacteriana, representan una alternativa para el control de la
bacteria Cmm (Borboa et al., 2010).

En la investigacion sobre; “Antibacterial Activity of Coriander Volatile Compounds
against Salmonella Choleraesuis”. Indica que, las hojas frescas del coriandro
Coriandrum Sativum L. (Umbelliferae) presentdé actividad bactericida contra
Salmonella Choleraesuis Ssp. Choleraesuis ATCC 35640 con la concentracion de
6,25 pug / mL. El estudio de la curva de tiempo-matanza mostr6é que estos aldehidos
insaturados son eficaces frente a S. choleraesuis en cualquier etapa de crecimiento y
que su accion bactericida proviene en parte de la capacidad de actuar como

tensioactivos no iénicos (Kubo, Fujita, Kubo, Nihei & Ogura, 2004).

En un estudio realizado sobre; “Antibacterial effects of the Cu(ll)-exchanged
montmorillonite on Escherichia coli K88 and Salmonella Choleraesuis”. Mencionan
que, las propiedades y mecanismos antibacterianos de la montmorillonita modificada
con Cu (Il) in vitro (MMT-Cu) sobre cepas de Escherichia coli ATCC K88 y
Salmonella choleraesuis ATCC 50020 como indicadores de las bacterias patogenas
del tracto intestinal en cerdos destetados, podrian conducir a una liberacién
significativa de enzimas basados en los siguientes resultados: MMT-Cu inhibié el
crecimiento de E. coli K88 y S. choleraesuis, y las MICs eran 1024 y 2048 mg / ml,
respectivamente. Los datos del consumo de oxigeno de las bacterias mostraron que
MMT-Cu podria inhibir la via TCA del metabolismo de la respiracion bacteriana. En
conclusion el MMT-Cu tiene una actividad antibacteriana (Tong, Yulong, Peng &
Zirong, 2005).



La “Activity of essential oils of Piper aduncum anf and Cinnamomum zeylanicum by
evaluating osmotic and morphologic fragility of erythrocytes”, demuestran que, la
permeabilidad y difusion de aceites esenciales a elevadas dosis en los seres humanos
aumentan significativamente la hemdlisis y modificaciones de la morfologia de los
RBC con las consiguientes modificaciones estructurales, provocando efectos toxicos
sobre la membrana de los glébulos rojos. En conclusién, la presencia de aceites
esenciales de las hojas de P. aduncum y la corteza de C. zeylanicum, aumento
significativamente la curva de fragilidad osmdtica de los glébulos rojos (Barros et
al., 2016).

En el estudio; “Salmonella enterica and Listeria monocytogenes inactivation
dynamics after treatment with selected essential 0ils”, mencionan que, se examinaron
veintiln aceites esenciales contra las cepas de Salmonella enterica y Listeria
monocytogenes, por determinacion de Dispersion en Disco y Concentracion
Inhibitoria Minima (MIC). Los EO maés eficaces fueron: Origanum vulgare
(orégano),Cinnamomum zeylanicum (canela) Caryophillus aromaticus (clavo),
Thymus vulgaris (tomillo rojo), Melaleuca alternifolia (arbol de té), con valores de
MIC de 0.6 para orégano y 20.0 mL / para el arbol del té. Finalmente, todos los
aceites esenciales fueron eficaces, mostrando efectos bacteriostaticos o bactericidas,

dependiendo de la concentracion (Mazzarrino et al., 2015).

“Estudio de la actividad antimicrobiana de extractos naturales y 4cidos orgénicos.
Posible alternativa a los antibidticos promotores de crecimiento”. Sefialan que, el
extracto de Rutdceas ensayado posee actividad enzimatica, y al adicionarlo a un
cultivo en medio liquido de Escherichia coli o de Salmonella typhimurium, es capaz
de modificar el metabolismo de los citados microorganismos. Los estudios in vitro se
realizaron con siete cepas bacterianas y cuatro fungicas procedentes de la American
Type Culture Collection (ATCC), elegidas por ser de mayor interés como

contaminantes de productos destinados al consumo animal (Ramayoni, 2007).
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2.2.

2.2.1.

MARCO CONCEPTUAL

ACEITE DE CANELA (Cinnamomun zeylanicum).

Generalidades: El nombre de canela se deriva de una palabra griega que
significa madera dulce. Se deriva por la corteza interna del arbol de la canela,
un arbol de hoja perenne de la familia del laurel. La corteza enrollada se deja
secar, formando un rollo o canilla. Con las canillas se hace la canela en rama,
cortdndolas y formando palitos de entre 5 y 7,5 centimetros. Con estas
canillas también se hace la canela en polvo después de molerlas. La canela en
polvo tiene un sabor mas fuerte que la canela en rama. La canela en polvo
puede permanecer fresca durante 6 meses, en cambio la canela en rama dura
fresca méas tiempo. Ambas deben ser almacenadas en un lugar fresco, oscuro
y seco. Antiguamente, la canela era un material mas preciado que el oro y fue
considerada como un regalo digno de reyes. De hecho, Plinio el Viejo del
siglo 1.D.C valoré la canela 15 veces mas que la plata. Nerdn, el emperador
de Roma del siglo | D.C, quemd durante 12 meses los suministros de canela
en el funeral de su esposa. Este acto fue considerado un gesto extravagante
para indicar la profundidad de su pérdida. La canela se ha estado utilizado
desde la antigliedad como una especia culinaria, prop6sitos medicinales y de
otro tipo. Hay dos variedades principales de canela. En primer lugar tenemos
la Cinnamomum verum o zeylanicum, también conocida por la canela original
o la canela de Ceilan, que es cultivada en Sri Lanka, el sur de India. En
segundo lugar, tenemos la Cinnamomum aromaticum, también conocida
como Cassia, que se cultiva en China, Indonesia y Vietnam. La canela
original es de un color marrén amarillento y tiende a producir un polvo mas
fino que la Cassia que tiene un color pardo grisaceo. La canela de Sri Lanka,
es la preferida por los europeos ya que es mas suave, tiene un sabor dulce y es
mas cara (Burt, 2004).

Aceite: los aceites son sustancias olorosas obtenidas a partir de plantas
mediante destilacién en corriente de vapor o por expresién del material

vegetal. Provienen fundamentalmente del metabolismo secundario de los
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vegetales superiores en los que ejercen funciones de defensa y atraccion. Tras
su produccion, los aceites se almacenan en distintos 6rganos de la planta. En
general el rendimiento de la extraccion es muy bajo variando entre el 0,01% y
el 2%. Los aceites esenciales se caracterizan por ser una mezcla compleja de
varios compuestos de aromas volatiles pertenecientes a diferentes clases de la
quimica organica: hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, éteres

y fenoles, obteniéndose de la canela cinamaldehido (Lawrence, 1984).

Propiedades: Generalmente, los aceites poseen notables propiedades
antimicrobianas. Sin embargo, su mecanismo de accion adin no esté definido.
Diversos estudios determinan que los aceites procedentes de: clavo, canela,
mostaza, orégano, romero Yy tomillo son los que poseen actividad
antimicrobiana més adecuada. (Deans, 1987). El cinamaldehido (componente
de la canela) actua inhibiendo la produccion de enzimas intracelulares, tales
como, amilasas y proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared y un alto
grado de lisis celular Mitch, (2004). Desde el punto de vista quimico y a
pesar de su composicion compleja con diferentes tipos de sustancias, los
aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo con el tipo se sustancias
que son los componentes mayoritarios. Segun esto los aceites esenciales ricos
en monoterpenos se denominan aceites esenciales monoterpenoides (p.ej.
hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en sesquiterpenos son los
aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej.copaiba, pino, junipero, etc.). Los
ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (p.ej. clavo,
canela, anis, etc.) (Martinez, 2015). La cuantificacion de la actividad in vitro
de los aceites esenciales se realiza habitualmente, mediante alguna de las
variantes de los métodos de dilucion, estos métodos se basan en la
determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del aceite esencial, que se encuentra diluido en el

medio de cultivo (caldo).
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2.2.2. ENTEROBACTERIAS

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de
bacterias gramnegativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose
de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de

la microbiota intestinal normal de muchos animales y del hombre (Rodriguez, 2005).

Los géneros de la familia Enterobacteriaceae se han clasificado en funcién de sus
propiedades bioquimicas, estructura antigénica, hibridacion ADN-ADN vy
secuenciacion del ARNr 16S. De forma practica, se utilizan algunas caracteristicas
(como la capacidad de fermentar la lactosa, detectada por cambios en el color de
medios de cultivo que contienen lactosa como el agar McConkey, o la resistencia a
las sales biliares) para separar a los patdgenos entéricos de los microorganismos
comensales (son inhibidos por las sales biliares). La clasificacion epidemioldgica o
serologica de las enterobacterias se basa en tres grandes grupos de antigenos: los
polisacaridos O somaticos, los antigenos K de la capsula (polisacaridos especificos
de tipo) y las proteinas H de los flagelos bacterianos. La pared celular de los
gramnegativos contiene dos capas situadas en el exterior de la membrana
citoplasmatica. Inmediatamente por fuera de la membrana citoplasmatica se
encuentra una delgada capa de peptidoglucano. En la parte externa de esta capa se
halla la membrana externa. Esta membrana posee una configuracion asimétrica y es
una bicapa lipidica que contiene el lipopolisacarido (LPS), importante factor de
virulencia (endotoxina) formado por el lipopolisacarido O, el polisacarido central y
el lipido A. Algunas enterobacterias se encuentran ademas rodeadas, por fuera de su
pared celular, por unas capas laxas de proteinas o polisacaridos denominadas
capsulas que contienen los antigenos K. Pueden poseer organelas complejas que
irradian desde la membrana interna hacia el exterior, como los flagelos utilizados
para la locomocion de las bacterias, en los que se localizan los antigenos H. La
mayor parte de las enterobacterias son moviles, a excepcion de los géneros
Klebsiella, Shigella y Yersinia. Las cepas mdviles estdn rodeadas por flagelos

peritricos (distribucion uniforme sobre la bacteria) (Prats, 2008)
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Aunque se trata de una familia compleja, en la que se han descrito 50 géneros y
cientos de especies y subespecies, la mayoria de las infecciones en seres humanos y
animales estan causadas por relativamente pocas especies. Los miembros de esta
familia son BGN (Bacterias Gram- Negativas) de tamafio intermedio (0,3 a 1,0 x 1,0
a 6 um) que comparten un antigeno denominado antigeno comun enterobacteriano.
Pueden ser inmoviles o moviles con flagelos peritricos. No forman esporas. Pueden
crecer de manera rapida tanto en forma aerobia como anaerobia (anaerobios
facultativos) asi como en medios selectivos o no selectivos. Fermentan la glucosa,
reducen los nitratos y son catalasa positivos y oxidasa negativo. Esta ultima
caracteristica se utiliza para diferenciar a las enterobacterias de otros BGN

fermentadores y no fermentadores (Pérez, Galan, Gutiérrez, & Guerrero, 2014)
e SALMONELLA

La salmonella se considera principalmente una enfermedad transmitida por los
alimentos de origen animal, un huésped humano susceptible ingesta alimentos o agua
gue esta contaminada con heces de un animal infectado, la transmision de persona a
persona puede ocurrir por via fecal-oral al igual que de los animales a humanos por
manipulacion de alimentos que estan desprendiendo organismos y malas précticas
de higiene. La infeccion puede ocurrir esporadicamente o en brotes grandes que
involucran a miles de individuos con una exposicién comun. Las fuentes de un brote
multiestatal de S. enterica subespecie enterica serovar Typhimurium en personas y
mascotas fueron causados por la contaminacion de alimentos procesados y golosinas.
La transmision vertical (transovarial) puede ocurrir en aves y en especies de reptiles
(Starkey, 2013).

Los serotipos de Salmonella se engloban dentro de una especie, Salmonella
Choleraesuis. Existen mas de 2.000 serotipos diferentes que se agrupan en seis
grupos. Grupo A: S. paratyphi A; grupo B: S. typhimurium y S. bredeney; grupo C1:
S. choleraesuis, S. montevideo y S. oranienburg; grupo C2: S. neuport; grupo D: S.
typhi, S. enteritidis, S. dublin y S. gallinarum; grupo E1: S. butantan, S. anatumy S.
give. (Cheng, 2004).
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Salmonella entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis: el serotipo
Choleraesuis es el serotipo mas frecuentemente aislado de cerdos; rara vez se
aisla de depdsitos no porcinos. Provoca paratifoidea porcina, con manifestaciones
clinicas de enterocolitis y septicemia. La fuente de serotipo Choleraesuis parece
estar limitada a cerdos portadores e instalaciones previamente contaminadas con
este serotipo. Los cerdos infectados con el serotipo Choleraesuis por lo general
presentan signos clinicos entre 36 y 48 horas después de la infeccion y arrojan
103 a 106 CFU de bacterias por g de heces durante la enfermedad clinica
méaxima. El serotipo Choleraesuis es capaz de sobrevivir e infectar en el medio
ambiente. La difusion del organismo de los animales infectados puede dar lugar a
largo plazo la contaminacién ambiental y continuar la reinfeccion de los animales
de reciente introduccion en las granjas. Por otra parte, el medio ambiente, los
alimentos o fuentes de agua contaminada pueden servir como reservorio de la
infeccion por el serotipo Choleraesuis a los seres humanos. El serotipo
Choleraesuis resultando depdsito en porcinos es una preocupacion, no solo
debido a que es causante de la enfermedad en los cerdos jovenes, sino también
debido a sus implicaciones para la salud publica de los seres humanos. A pesar de
que la Salmonella es una de las especies bacterianas mas ampliamente estudiados
en cuanto a su fisiologia, la genética, la estructura celular, el desarrollo, y la
respuesta inmunitaria del huésped, apenas estamos empezando a comprender a
los niveles celulares y moleculares de como el serotipo Choleraesuis causa
infecciones invasivas en seres humanos (Cheng, 2004).

Salmonella entérica subsp. entérica serovar. Typhimurium: Es especialmente
prevalente en el centro y sudeste asiatico, sur de Africa, Hispanoamérica y
Oceania, excepto Australia y Nueva Zelanda. El reservorio es el hombre enfermo
y el portador crénico que elimina bacilos por las heces, produciéndose
transmision fecal-oral. Se caracteriza por la aparicion de fiebre progresiva
asociada a estrefiimiento o diarrea profusa de caracter inflamatorio. Clasicamente
se ha asociado a esta enfermedad la bradicardia relativa, pero en realidad es un
dato con baja sensibilidad y especificidad. Las complicaciones méas graves son la
hemorragia digestiva, la perforacién intestinal y los aneurismas micoticos. El
diagnostico se establece por la sospecha clinica y el aislamiento del
microorganismo en el coprocultivo (maximo rendimiento durante la tercera

semana) o el hemocultivo que puede ser positivo durante la primera semana de la
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infeccion disminuyendo la rentabilidad a partir de la tercera semana. El cultivo
del aspirado de médula 6sea se considera el mejor método para el aislamiento de
S. typhi y S. paratyphi en los pacientes con fiebre tifoidea y paratifoidea. El
tratamiento se basa en la administracion de antibiético y en mantener un
adecuado estado de hidratacion. Existen dos vacunas (una de administracion oral
y otra parenteral). (Bhan MK, 2005). Todas las especies de Salmonella pueden
dar lugar a bacteriemias, pero los serotipos Typhi, Paratyphi A, By C vy
Choleraesuis son las mas frecuentes. Sin embargo, hasta un 5 % de los pacientes

con salmonellas no tifoideas presentan hemocultivos positivos.

Caracteristicas de crecimiento.

Salmonella son bacilos, Gram negativos, aerobios y anaerobios facultativos,
pertenecientes a la familia enterobacteriaceae, su tamafio oscila entre 1,3-um x
1,6um, son moviles por flagelos peritricos o inmdviles, no esporulados. Existen
mas de 2000 serotipos de los cuales en los alimentos los mas importante son S.
Enteritiditis, S. typhi, S. typhimurium. Su temperatura Optima de crecimiento
oscila a 35 y 37°C, aw 0.93, sensibles a NaCl, entre otras (Ayala, Martinez,
Acosta, Dieppa, & Hernandez, 2006).

Salmonella entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis: el serotipo
Choleraesuis, podria generar diferentes tipos de plasmidos hibridos, que consistia
en el plasmido de virulencia especificos de serotipo y una serie de casetes de
genes. La mayoria de los casetes del gen contenian genes de resistencia que eran
responsables de la resistencia a los antibi6ticos convencionales, tales como
ampicilina,  cloranfenicol,  gentamicina,  oxacilina,  espectinomicina,
estreptomicina, sulfadiazina, tetraciclina, trimetoprim, y otros materiales,
incluyendo antisépticos de amonio y mercurio. Una aparicion rapida de la
resistencia a la ciprofloxacina ha sido reportado en el serotipo Choleraesuis
recientemente, y todas las cepas resistentes, se mostr6 a tener mutaciones que
dieron lugar a la sustitucion de fenilalanina por serina en la posicion 83 y
asparagina a acido aspartico en la posicion 87 en GyrA. Ademas, las mutaciones
que lleva a un cambio de aminoacido de serina a isoleucina en la posicion 80 se

encuentra en la mayoria de los serotipos resistente a ciprofloxacina Choleraesuis
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aisla (C.H.Chiu, datos no publicados). Se requieren mas estudios para determinar
si las bombas activas-flujo de salida también estan implicadas en el fenotipo de

resistencia a fluoroquinolonas en el serotipo Choleraesuis (Cheng, 2004).

e Salmonella entérica subsp. entérica serovar. Typhimurium: “Poseen
metabolismo fermentativo y oxidativo; fermentan glucosa con produccion de
acido y gas (excepto S. typhi), también fermentan L-arabinosa, maltosa, D-
manitol, D-manosa,L-ramnosa, Dsorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcitol”.
(Terragno,2003, p.75). Mientras que, “son oxidasa negativo, catalasa
positivo,indol y Voges-Proskauer (VP) negativo, rojo de metilo y citrato de
Simmons positivo, producen H,S, son urea negativo, lisina ornitina y
descarboxilasa positivo. Entre otras caracteristicas bioquimicas se encuentran la
reduccién de nitratos a nitritos, no desaniman la fenilalanina y son tetrationato
reductasa” (Jawetz , 2005, p 89).

2.2.1. MEDIOS DE CULTIVO

No son muy exigentes y crecen en medios comunes que contienen peptonas y
extractos de carne, pero crecen mejor si el medio contiene sangre, acido nicotinico,

tiamina y biotina (Heymann, 2011).

e Preenriquecimiento en medio no selectivo: se utiliza cuando la muestra en
estudio ha sufrido un proceso de desecacién o irradiacién, cuando he estado
congelada por mucho tiempo o si el pH del medio es muy bajo, este
tratamiento puede determinar que las bacterias presentes en la muestra se
encuentre en un estado semi-latente y tiene como finalidad la revitalizacién
de los microorganismos afectados por las diferentes condiciones (Luna,
1991).

e Caldo tetrationato: En el medio selectivo caldo tetrationato Bilis-Verde
Brillante: el tetrationato inhibe el crecimiento de coliformes y otras bacterias
intestinales, la bilis estimula el crecimiento de Salmonella e inhibe la

microbiota competitiva, el verde brillante impide el desarrollo de la
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microbiota Gram positiva y el carbonato célcico actia como tampdn para
mantener el pH. (Gonzalez, Pereira, Hernandez, & Villarreal, 2014). Es
selectivo para especies de Salmonella y Shigella. Caldo base de peptona que
incluye iodo, ioduro potasico, sales biliares, tiosulfato de sodio y tetrationato
(generado en el medio por el agregado de la solucion iodoiodurada) que
permiten el desarrollo de bacterias que contienen la enzima tetrationato

reductasa, como Salmonella.

Medios de cultivo selectivos: son aquellos que permiten seleccionar ciertos
microorganismos deteniendo el desarrollo de otros; esto se logra con el
agregado de sustancias inhibitorias como antibidticos, ciertos colorantes,
sales biliares, etc.

Agar MacConkey (McK): las sales biliares y el cristal violeta ejercen una
inhibicién significativa sobre las bacterias Gram Positivas. La lactosa y el
indicador rojo neutro permiten comprobar la degradacion de ese disacarido;
las colonias lactosa positivas (Escherichia coli) aparecen roja con halo turbio;

las lactosas negativas (Salmonella spp.) son incoloras (Stanchi, 2007).

Agar Mueller Hinton: medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve
el desarrollo microbiano. Por su composicién, ha sido recomendado por
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para ser utilizado en
forma rutinaria en la realizacion del antibiograma en medio solido, debido a
que presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad,
su contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es
bajo, la mayoria de los patdgenos microbianos crece satisfactoriamente y una
gran cantidad de datos adicionales que han sido evaluados y avalados usando
este medio de cultivo (Stanchi, 2007)

Siembra: “Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de
muestra (inoculo) en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo
microbiano, para su desarrollo y multiplicaciéon. Una vez sembrado, el medio
de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento”
(Santambrosio, 2009).
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2.2.2. METODOS DE ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD.

El estudio de la sensibilidad bacteriana a los antibiéticos es una de las funciones mas
importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Pero la determinacion de la
sensibilidad a antimicrobianos no implica solo realizar un conjunto de técnicas y
medir los resultados. Es necesario saber interpretar los mismos y darles el significado
que realmente tienen. Para la determinacion la sensibilidad se han utilizados métodos
cuantitativos que permiten determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) y
la concentracion bactericida minima (CBM) y los métodos cualitativos (disco
difusion) son aquellos que permiten clasificar directamente a un microorganismo
como sensible o resistente, siendo uno de los métodos mas utilizados en la préactica
diaria por la obtencion de datos de manera rapida y la interpretacion de los resultados
(CLSI, 2015).

e Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).- Se define como la minima
concentracion de antibi6tico que es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de
un indculo bacteriano previamente estandarizado (concentracion conocida de
gérmenes). (Horna, Silva, Taboada y Ortiz, 2005) refieren que la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) inhibe el crecimiento visible de un
microorganismo después de 24 horas de incubacion a 37°C. La CMI se ha
establecido como “gold Standard” frente a otros métodos que evaluan
susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales,
da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es
indeterminado. Un microorganismo se considera sensible a un determinado
antibidtico cuando este puede alcanzar niveles plasmaticos iguales por lo
menos a la concentracion minima inhibitoria (CLSI, 2015)

e Concentracion Bactericida Minima (CBM).- Se define como la minima
concentracion de un antibiético que en un periodo de tiempo predeterminado,
es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una poblacion bacteriana
previamente (Gofii, 2006)

e Método de disco difusidn.- se caracteriza por ser facilmente estandarizable y
que esta indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido.

Partiendo de una muestra clinica siempre se debe realizar un cultivo puro
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para poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibidtica Taroco, Seija, &
Vignoli (2006). Método de difusion en agar o0 método de Kirby-Bauer es un
estudio de susceptibilidad por difusién de disco. Un disco que tiene una
cantidad especifica (no concentracion) de antimicrobiano, es aplicado a una
superficie de agar inoculado con un microorganismo. El antimicrobiano
difunde desde el disco al medio de cultivo produciendo una zona de
inhibicion en la cual una concentracion critica de antimicrobiano inhibe el
crecimiento bacteriano. La zona de inhibicion es medida y se relaciona
inversamente con la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), esta
metodologia se encuentra estandarizada para el estudio de Enterobacterias
(Viera, 2016).
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CAPITULO 111

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Ha: Las cepas bacterianas de Salmonella presentan sensibilidad antimicrobiana al

aceite de canela.

3.2. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite de canela (Cinnamomun
zeylanicum) en cepas bacterianas certificadas de Salmonella entérica subsp.
entérica serovar Choleraesuis ATCC® 10708™%* y Salmonella entérica

subsp. entérica serovar. Typhimurium ATCC® [33]]™*T™,

Objetivos Especificos

Aplicar concentraciones (10%, 30%, 50%, 70% y 90%) de aceite de canela

(Cinnamomum zeylanicum).

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima
bactericida (CMB) vy halos de sensibilidad al aplicar el aceite de canela
(Cinnamomum zeylanicum) en las cepas bacterianas Salmonella entérica
subsp. entérica serovar Choleraesuis ATCC® [10708™* y  Salmonella

enterica subsp. entérica serovar Typhimurium ATCC® [33] ] T™M*TM),
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO
El presente proyecto se realiz6 en el laboratorio de Bacteriologia de la
“UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO” campus Querochacha, ubicada en el

cantén Cevallos, provincia de Tungurahua. Sus coordenadas geograficas son 01°21'
de latitud Sur y 78° 36' de longitud Oeste, a la altitud de 2 750 msnm.

4.2. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

Tabla 1. Datos informativos del lugar de experimentacion.

Datos Informacién
Precipitacion, mm/afio 200-500
Temperatura, °C 6-28
Humedad relativa, % 81

Fuente:INAMHI (2016)

Se conservo un ambiente controlado a una temperatura de 20°C y una humedad de
48% ya que se utilizd la Camara de Flujo Laminar ubicado en el laboratorio de

Bacteriologia.
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4.3.

EQUIPOS Y MATERIALES

4.3.1. Equipos

4.3.2.

Camara de flujo laminar.
Incubadora.

Agitador magnético con calentador.
Refrigeradora

Autoclave.

Material vegetal

Como materia prima, se utilizé la corteza de canela, fue adquirida en un mercado de

la Ciudad de Riobamba Provincia de Chimborazo.

4.3.3. Material bioldgico

KWIK-STIK con Cepas bacterianas de Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Choleraesuis ATCC® 10708™%* y Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ATCC® 13311™%* obtenidas de Laboratorios
MEDIBAC.

4.3.4. Materiales de laboratorio

Utensilios y vidrieria de laboratorio.

Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL, y 10 mL.

Discos en blanco de sensibilidad bacteriana marca OXOID.
Pizeta.

Lamparas de alcohol.

Papel aluminio.

Asas metalicas.
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Cajas Petri.

Aspersor (atomizador).
Espatulas

Algodon.

Gasa.

Cepillos para limpieza de materiales.
Mascarillas.

Mandiles.

Guantes.

Gorros.

Fosforos.

Calculadora.

Cuaderno de Apuntes.

Esferos, lapices y borrador.

Materiales para destilacion por arrastre de vapor.

Tubo refrigerante.
Decantador.
Tijeras.

Soporte universal.
Pinzas universales.

Mangueras.

Sustancias o Reactivos.

Agares (Muller Hinton, MacConkey).

Caldos (Cerebro- Corazon, Tetrationato).

Suero fisioldgico estéril.
Tubo # 0.5 de la escala McFarland.
Etanol al 98,5 %
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4.4, FACTORESDE ESTUDIO

En la investigacion se obtuvieron como factores de estudio los siguientes:

A) Concentracion de aceite de canela

C1.10%
C2.30 %
C3.50 %
C4.70%
C5.90 %

B) Cepas bacterianas

B1. Salmonella entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis
ATCC® 10708™%,

B2. Salmonella entérica subsp. entérica serovar Typhimurium
ATCC® [3311T™*T™

4.5. TRATAMIENTOS

La investigacion evaluo el efecto antimicrobiano sobre cepas de: Salmonella entérica
subsp. entérica serovar Choleraesuis ATCC® 10708™* y Salmonella entérica
subsp. entérica serovar Typhimurium ATCC® [3311™%*™™ tilizando cinco
concentraciones (10%, 30%, 50%, 70% y 90%) de aceite de canela para las dos cepas
aplicandose en los discos de sensibilidad marca Oxoid en la superficie de agar Muller
Hinton. En el cual se evalud un total de 60 cultivos con 5 repeticiones en cada uno y
en cada caja Petri se utilizaron 4 discos de sensibilidad, establecidos de la siguiente

manera;
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Tabla 2. Cepas y concentraciones respectivas de aceite de canela (Cinnamomun

zeylanicum).
Cepas bacterianas Aceite de Canela
CO= etanol 99.8%
B1= Salmonella entérica subsp. entérica serovar C1=10%
Choleraesuis ATCC® 10708™, C2=30%
B2= Salmonella entérica subsp. entérica serovar C3=50%
Typhimurium ATCC® 13311™. C4=70%

C5=90%

Tabla 3. Numero de tratamientos y repeticiones respectivamente para cada
cepa bacteriana.

NUOmero Tratamientos

Descripcion

© 00 N o o1 A W DN P

=
o

Sin canela

B1C1
B1C2
B1C3
B1C4
B1C5
B2C1
B2C2
B2C3
B2C4
B2C5

Se realiz6 cinco repeticiones para cada cepa con 4 discos en

cada caja Petri empapados de etanol.

Se realizd cinco repeticiones con 4 discos de sensibilidad
empapados cada uno con una gota de aceite de canela al
10%, 30 %, 50%, 70% y 90% respectivamente en cada caja

Petri y para cada cepa bacteriana.
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4.6. DISENO EXPERIMENTAL

e El disefio experimental utilizado es el disefio de bloques al azar (DBCA) en
arreglo factorial 2X5+2, con 5 repeticiones. Se realizara el andlisis de varianza

y la prueba de TUKEY 5% para comparar los tratamientos.

4.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

4.7.1. Obtencién de material biologico.

Las cepas certificadas de Salmonella entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis
ATCC® 10708™* y Salmonella entérica subsp. enterica serovar Typhimurium

ATCC® [3311™* se adquirieron del laboratorio MEDIBAC.
4.7.2. Obtencidn del aceite de canela.

Para la obtencion del aceite, se adquirié 3kg de corteza de canela y se sometio al
proceso de destilacion por arrastre de vapor utilizdndose 250mL de agua destilada y
con la obtencion de 20mL de aceite.

4.7.3. Elaboracién de las concentraciones de aceite de canela

Las concentraciones se determinaron mediante el método de diluciones (5
concentraciones establecidas) para cada cepa. Se utilizd etanol al 99.8% como

solvente para el aceite de canela.

Tabla 4. Concentraciones y diluciones de etanol y aceite de canela.

Sustancia. Concentraciones
10% 30% 50% 70% 90%
Etanol al 99,8% 4,5 ml 3.5ml 2,5ml 1,5ml 0,5ml
Aceite de canela 0,5ml 1,5ml 2,5ml 3,5ml 4.5ml

Cada concentracion se calculé para un volumen de 5ml, fueron colocadas en tubos de ensayo y
almacenadas en refrigeracion para mantener de mejor manera la muestra.
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4.7.4. Elaboracién de medios de cultivo

Se prepararon los medios de cultivo necesarios para la determinacion de la
sensibilidad microbiana, concentracion minima inhibitoria y concentracidn

bactericida minima. En cajas Petri y tubos de ensayo respectivamente.

Tabla 5. Medios de cultivo utilizados para la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria y Sensibilidad Bacteriana.

Nombre Cantidad Descripcion
Agar 2 Siembra de cada cepa bacteriana posteriormente activada.
MacConkey 10 Determinacion de la Concentracién Bactericida Minima.
Agar Mueller
Hinton 60 Determinacion de la sensibilidad antimicrobiana.

Inoculacién y comparacion de la Escala de Mc Farland

Caldo-Cerebro 1 para cada cepa y determinacion de la Concentracion
corazon Minima Inhibitoria.

4.7.5. Activacion de las Cepas

Para la activacion de las cepas Salmonella entérica subsp. enterica serovar
Choleraesuis ATCC® 10708™%* y Salmonella entérica subsp. enterica serovar
Typhimurium ATCC® 13311™%* en la parte superior del hisopo contiene una
ampolleta con el fluido de hidratacion y para liberarlo se realiz6 la ruptura del mismo
comprimiéndola con la yema de los dedos. La cepa se activd cuando el liquido de
hidratacion se encontro en la parte inferior del hisopo.

4.7.6. Aislamiento y cultivo del inoculo.

En Agar MacConkey mediante la técnica “siembra en estria”, desde el hisopo que
contiene la cepa activada se procedié con una asa de siembra metalica a cultivar a en
cajas Petri debidamente rotuladas, luego se colocaron las cajas Petri en posicién

invertida en la incubadora a 37°C por 24 horas.
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4.7.7.

Preparacion de discos de sensibilidad

Se conservaron los discos de sensibilidad en refrigeracion para evitar su deterioro,

posteriormente se esterilizaron 10 cajas Petri en autoclave, se colocaron los discos en

las cajas anteriormente esterilizadas y con la ayuda de un gotero estéril se impregno

una gota para cada disco de sensibilidad con las concentraciones respectivas de

aceite de canela y se refrigeraron por 24 horas para evitar que el aceite se disemine

por el agar. Se esterilizd los materiales en autoclave.

4.8. VARIABLES RESPUESTA

4.8.1.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las

cepas bacterianas mediante el método de caldo dilucién.

Procedimiento: Se esterilizd los materiales en autoclave. Se utilizd el
“método del medio de cultivo liquido o de Kirby-Bauer”: con un asa
bacterioldgica se tocaron cuatro a cinco colonias bien aisladas de las cepas
Salmonella entérica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® [0708™%*
y Salmonella entérica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC®
13311™* cyltivadas anteriormente en agar MacConkey, se inocularon en 5 ml
de caldo apropiado Cerebro-Corazon y se dejaron incubar a 35°C durante 2 a
6 horas hasta conseguir o superar una turbidez del tubo # 0.5 de la escala de
MacFarland. Obteniendo asi un nimero de 1.5x10® Unidades Formadoras de
Colonias (UFC).Se utilizo la dilucion de caldo Cerebro-Corazén para todos
los tubos de ensayo con las cepas bacterianas respectivas: Salmonella entérica
subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® [10708™%* y Salmonella
entérica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC® 13311™%* a partir del

tubo con 5ml que contiene el in6culo primario se coloco:

En el tubo N° 1 se coloco 1ml de la dilucién de la cepa en caldo Cerebro-

Corazon méas 1ml aceite de canela al 10 %.
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e En el tubo N° 2 se colocd 1ml de la dilucién de la cepa en caldo Cerebro-
Corazon méas 1ml del aceite de canela al 30%.

e En el tubo N° 3 se colocd 1ml de la dilucion de la cepa en caldo Cerebro-
Corazén més 1ml del aceite de canela al 50%.

e En el tubo N° 4 se colocd 1ml de la dilucién de la cepa en caldo Cerebro-
Corazon méas 1ml del aceite de canela al 70%.

e En el tubo N° 5 se colocd 1ml de la dilucion de la cepa en caldo Cerebro-

Corazon mas 1ml del aceite de canela al 90%.

Nota: Este procedimiento se realiz6 para las dos cepas en estudio, con un total de 10
tubos con 2ml de caldo. Cada tubo fue llevado a la incubadora a una temperatura de
37°C por 24 horas. Pasado el tiempo de 24 horas, se comparé la turbidez de los tubos
que contenian la dilucién de la cepa en caldo Cerebro-Corazén méas 1ml del aceite de
canela en las diferentes concentraciones con los tubos de medio de cultivo liquido

inicial o madre y se determino la CMI.

4.8.2. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Para establecer la CBM, los tubos que no presentan desarrollo o turbidez, fueron

replicados a placas Petri con agar MacConkey y se incuban a 37°C por 24 horas.

4.8.3. Medicion de los halos de sensibilidad.

Se utilizé el “método del medio de cultivo sélido o de Kirby-Bauer”: con un asa
bacterioldgica se tocaron cuatro a cinco colonias bien aisladas de las cepas
Salmonella entérica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708™%* y
Salmonella entérica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC® [331]T™%*
cultivadas anteriormente en agar MacConkey, se inocularon en 5 ml de caldo
apropiado Cerebro-Corazon y se dejaron incubar a 35°C durante 2 a 6 horas hasta
conseguir o superar una turbidez del tubo # 0.5 de la escala de MacFarland.
Obteniendo asi un niimero de 1.5x10® Unidades Formadoras de Colonias (UFC). El
indculo anteriormente preparado se sembrd por medio de un hisopo por estriado
confluente en las cajas Petri con agar Muller Hinton, dentro de los 15 minutos
posteriores a la inoculacion de las placas, se colocaron con una pinza estéril 4 discos

de sensibilidad con los tratamientos correspondientes asegurandose que contacten
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perfectamente con la superficie del agar, por lo que se presionaron ligeramente sobre
la superficie del mismo. No deben situarse a menos de 15 mm del borde de la placa,
y se distribuyeron de forma que no se produzca superposicion de los halos de
inhibicion. Para placas de 150 mm no se emplearan mas de 12 discos y para las de
100 mm no mas de 6. Se incubaron las placas invertidas (agar en la parte superior),
en grupos no superiores a 20 placas en un tiempo de 24 horas. Se midieron los halos
de inhibicion de las cepas bacterias (Salmonella entérica subsp. entérica serovar
Choleraesuis ATCC® 10708™%* y  Salmonella enterica subsp. entérica serovar
Typhimurium ATCC® [3311™*T™)  anteriormente sembradas en agares Muller
Hinton luego se midieron los halos de inhibicion con una regleta . “Los resultados se
expresan como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente sensible (I) y Resistente
(R)” (Ceballos, 2000).

4.9. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

El andlisis estadistico, se realizara utilizando el Programa Excel (2010) y el SAS.
2002.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. RESULTADOS

5.1.1. Concentracién minima inhibitoria.

Tabla 6. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) el
crecimiento bacteriano a diferentes diluciones de aceite de canela.

Cepas Diluciones del aceite de canela + etanol al Control
99.8% negativo
10% 30% 50% 70% 90% Etanol al
Turbidez 99.8%
Sch. + + - - - +
Sty. + + - - - +

Sch= Salmonella choleraesuis. Sty= Salmonella typhimurium. Positivo (+), Negativo (-)

La interaccion que se observa en la tabla 6 entre las diluciones de concentraciones de
canela y el crecimiento de las cepas Salmonella choleraesuis y typhimurium
muestran un comportamiento definido a la razén de un incremento de la

concentracion y la turbidez reflejada en cada una de las muestras realizadas.

Para la cepa bacteriana Salmonella Choleraesuis los niveles de dilucion 10% y 30%
presentaron turbidez refiriendo que existe un crecimiento bacteriano positivo
mientras que al 50%, 70% y 90% no presentaron turbidez es decir no hay

crecimiento bacteriano.

Por otro lado, la cepa Salmonella Typhimurium los niveles de dilucion 10% y 30%
mostraron turbidez siendo positivo el crecimiento bacteriano y al 50%, 70% y 90%
de dilucion de canela y etanol no se presentd ninguna turbidez mostrando que se

inhibio el crecimiento de bacterias.
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5.1.2. Concentracion bactericida minima (CBM).

Tabla 7. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria mediante el
crecimiento bacteriano a diferentes diluciones de aceite de canela.

Cepas Tubos de ensayo con diluciones de aceite y Control
cepas bacterianas. negativo
1 2 3 4 5 Etanol al
Crecimiento 99.8%
Sch. + + - - - +
Sty. + + - - - +

Sch= Salmonella choleraesuis. Sty= Salmonella typhimurium. Positivo (+), Negativo (-)

En lo que concierne a la concentracién bactericida minima en la tabla 7 muestra que
en los tubos de 1y 2 se presento la formacion de colonias mientras que los tubos 3,
4 y 5 no se encontré crecimiento de colonias al apreciar el medio solido agar
MacConkey , es decir, las concentracion que no permitieron el desarrollo bacteriano
para las dos cepas fueron de las concentraciones 50%, 70% y 90% de aceite de
canela+ etanol al 99.8%. Evidenciandose que el etanol no causa efecto inhibitorio

sobre las bacterias.

Tabla 8. Halos de sensibilidad (tomados en mm) de dos cepas bacterianas
sometidas a diferentes concentraciones de aceite de canela.

TRATAMIENTOS

T1 T2 T3 T4 T5 ESM Valor
deP

Sch  11.40°  14.800° 19.000° 18.800* 21.600° 0.8944 <.0001

Sty  14.600° 21.200° 26.000* 20.600° 29.400° 0.8148  <.0001

ABC= Medias con letras diferentes en las filas difieren significativamente P=0.05). ESM= Error
Estandar de la Media Sch= Salmonella Choleraesuis. STY= Salmonella Typhimurium. T1= aceite de
canela al 10%. T2=aceite de canela al 30%. T3= aceite de canela al 50%. T4=aceite de canela al 70%.
T5= aceite de canela al 90%.

33



En la tabla 8 se observa que el tratamiento T3, T4 y T5 mostraron significancia (P=
<0001) en relacion a T1 y T2 para la cepa bacteriana Salmonella Choleraesuis con

valores reportados de 21.6, 18.8, 19.0 respectivamente.

Para la cepa bacteriana Salmonella Typhimurium los tratamientos T3 y T5 reflejaron
mayor significancia (P=<.0001) en relacion a los demés. De esta forma evidenciando
para T3 valores de 26.0 mm mientras que para T5 29.4 mm en halos de inhibicion.
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5.2.DISCUSION

El uso de aceites esenciales permiten dar alternativas al uso de antibidticos que
puedan crear resistencia y ser perjudiciales para la salud como lo afirman
Esquivel et al. (2010), al evaluar el efecto antimicrobiano diferentes aceites
esenciales como el de canela, segin reporta Ramayoni (2007), se puede utilizar
aceites esenciales como antibidticos promotores de crecimiento debido a un
componente en comun que es el eugenol, ya que aumenta la secrecion de enzimas
digestivas y evitan la proliferacion de bacterias mejorando el rendimiento a
canal, estudio reportado por Devriese (2006).

Al analizar los resultados obtenidos por el método de difusion en agar podemos
indicar que consideramos que esta metodologia es adecuada para evaluar de
manera cualitativa y cuantitativa la posible actividad antimicrobiana del aceite de
canela tal como lo sefiala Medina et al. (1980), la cual consiste en medicién del
halo de inhibiciébn del crecimiento bacteriano generado por un agente

antimicrobiano.

En lo que respecta a la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria se
evidencio un efecto claramente marcado del aceite esencial de canela al utilizar
concentraciones de 10%, 30%, 50%, 70% y 90% sobre el crecimiento bacteriano
de las cepas en estudio, demostrandose que la utilizacién de concentraciones
menores de aceite esencial de canela como 12,5% también pueden reducir la CMI
y la CMB segun Fuselli et al. (2006). Este mismo comportamiento lo reporta
Borboa et al. (2010), con aceites esenciales de Lippia palmeri, Thymus vulgaris y
Cinnamomum zeylanicum en diluciones de 1:1, 1:5 y 1:10 (v/v), mostrando
significativo efecto inhibitorio (p<0.05), in vitro sobre la bacteria C.
michiganensis, permitiendo asi una buena alternativa para evitar el uso de
antibiéticos en el control de este tipo de bacterias. En este mismo sentido
Caballero, Villacorta & Vasquez (2016), demostré que los aceites esenciales de
clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum zeylanicum) a
concetraciones de 0,05; 0,10 y 0,20% inhiben crecimiento de otros

microorganismos fangicos inhibitorio como Aspergillus flavus.
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Los efectos reportados en los estudios anteriores pueden estar relacionados con la
presencia de eugenol y cimaldehido en los aceites esenciales que actdan
directamente sobre la membrana bacteriana inhibiendo el crecimiento de
microorganismos bacterianos y fungicos segun Cava et al. (2012). En la
investigacion de Tong et al. (2005), encontraron que los aceites esenciales pueden
inhibir la via TCA del metabolismo de la respiracion bacteriana afectando el

consumo de oxigeno de las bacterias produciendo su muerte.

En cuanto tiene que ver al diametro del halo formado por el aceite de canela sobre
microorganismos patdgenos en un estudio realizado por Shiva. C (2007), reportd
didametros de halos de inhibicion para E.coli de 16mm y para Aspergillus spp. de
69 mm probablemente sean més sensibles a los componentes de los aceites,
comportamientos similares a los encontrados en esta investigacion que fueron de
21, 6 mm para Salmonella entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis y 29
mm para Salmonella enterica subsp. entérica serovar Typhimurium, en
consecuencia se podria pensar una respuesta dosis dependiente a los niveles de
concentracion del aceite esencial de canela y la formacién del halo ya que se
considera sensible, si existe una buena probabilidad de éxito terapéutico en el
caso de un tratamiento a la dosis habitual y el didmetro de los halos son mayores a
18 mm segun la NCCLS. Sin embargo Barros et al., (2016) en estudios realizados
sobre el uso de aceites esenciales (C. zeylanicum). Recomienda el uso restringido
debido a que el uso continuo puede ocasionar efectos toxicos en la membrana de

los glbulos rojos en humanos.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

6.1. CONCLUSIONES

Se evalud el efecto antimicrobiano del aceite de canela (Cinnamomun zeylanicum)
en cepas bacterianas certificadas de Salmonella entérica subsp. entérica serovar
Choleraesuis ATCC® 10708™* y Salmonella entérica subsp. entérica serovar.
Typhimurium ATCC® [3311™*T™  presentando inhibicion del crecimiento
bacteriano a concentraciones del 50%,70% y 90% respectivamente, obteniéndose los
mismos resultados en la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria para
Salmonella choleraesuis y Salmonella typhimurium. Los resultados de la
Concentracion Bactericida Minima revelan que el aceite de canela no solo posee
efecto bacteriostatico ya que, también actia como un bactericida muy eficaz al no
permitir el crecimiento el desarrollo de colonias bacterianas. Mientras que en la
determinacion de la sensibilidad antimicrobiana los halos de inhibicién arrojaron
valores mayores a 20mm, considerando este valor como referencia para definir o
identificar si una bacteria es sensible a un antibiotico, en este caso el aceite de
canela presentd un efecto antimicrobiano sobre las cepas de Salmonella serovares

Choleraesuis y Typhimurium.

Determinandose que la cepa bacteriana Salmonella entérica subsp. entérica serovar.
Typhimurium ATCC® [331]™*™ presentd mayor sensibilidad al aceite de canela
que la cepa Salmonella entérica subsp. entérica serovar Choleraesuis ATCC®
10708™* en referencia al diametro de los halos de sensibilidad.

Con el analisis de los resultados se concluye que a mayor concentracion de aceite de

canela presenta mayor efecto antimicrobiano sobre el crecimiento de las bacterias.
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6.3. ANEXOS

Anexo 1. Obtencion del aceite de canela por el método de destilacion por
arrastre de vapor.

ANEXO 2. Aceite de canela 20ml al 100%

Anexo 3. Concentraciones de canela (10%, 30%, 50%, 70% y 90%).
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Anexo 4. Cepas certificadas de Salmonella.

Anexo 6. Siembra de la cepa activada de S. Typhimurium.
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Anexo 7. Distribucién de los discos de sensibilidad con concentraciones de aceite
de canela sobre la superficie del agar Muller Hinton.

Anexo 9. Halos de sensibilidad Salmonella choleraesuis al 30%, 50% ,70% y
90% de aceite de canela.

45



ANEXO 10. Halos de inhibicién Salmonella typhimurium a concentraciones de
70% y 90% de aceite de canela

Anexo 11. Didmetro de halos de inhibicion Salmonella Choleraesuis. (mm)

TRATAMIENTOS I I i v \Y
B1C1 11,53 11 11 11,75 11,25
B1C2 16,33 13 16 13,25 16
B1C3 18,88 19,25 19,00 18,75 19,25
B1C4 15,43 18,25 18,50 23,00 18,50
B1C5 17,23 23,25 21,25 24,50 22,00

Anexo 12. Didmetro de halos de inhibicion Salmonella Typhimurium. (mm)

TRATAMIENTOS I 1 i v \
B2C1 13,28 15,25 15,25 15,50 13,50
B2C2 20,83 20,25 22,00 20,50 21,50
B2C3 24,38 23,75 26,25 29,25 217,25
B2C4 20,68 18,25 22,50 17,75 23,00
B2C5 27,98 30,25 29,75 27,25 32,25

Anexo 13. Andlisis de varianza para la variable sensibilidad antimicrobiana
para la cepa Salmonella Choleraesuis.

FdeV GL SC CM FC P
Tratamiento 4 322.6400000 80.6600000 20.17 0.0001

Error 20 80.0000000  4.0000000

Total 24 402.6400000

CV=11.68224 R?=0.801311
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Anexo 14. Prueba de Tukey al 5% para la variable sensibilidad
antimicrobiana para la cepa Salmonella Choleraesuis.

Tratamientos Medias Repeticiones Rango de
significacion
5 21.600 5 A
3 19.000 5 A
4 18.800 5 A
2 14.800 5 B
1 11.400 5 B

Anexo 15. Analisis de varianza para la variable sensibilidad antimicrobiana
para la cepa Salmonella Typhimurium.

FdeV GL SC CM FC P
Tratamiento 4 637.3600000 159.3400000 47.99 0001
Error 20 66.4000000  3.3200000
Total 24 703.7600000

CV=18.148867 R°=0.905650

Anexo 16. Prueba de Tukey al 5% para la variable sensibilidad antimicrobiana
para la cepa Salmonella Typhimurium.

Tratamientos Medias Repeticiones Rango de
significacion
5 29.400 5 A
3 26.000 5 A
2 21.200 5 B
4 20.600 5 B
1 14.600 5 C
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CAPITULO VII

7. PROPUESTA

“Aplicar las concentraciones de canela (Cinnamomun zeylanicum) al 50% 70% y
90% que fueron efectivas al inhibir el crecimiento de las cepas Salmonella
typhimurium y Salmonella choleraesuis en la elaboracion de balanceados para pollos

y cerdos.

7.1. DATOS INFORMATIVOS

Las instituciones involucradas en la presente propuesta sera la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia, los productores

avicolas y porcicolas de las provincias de Tungurahua y Chimborazo.

7.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Los métodos para la obtenciéon de aceites esenciales son relativamente faciles de
realizar ya que pueden ser obtenidos por destilacion alcohdlica, maceracion o por
arrastre de vapor manteniendo de igual manera las propiedades de dichos aceites
como el de canela que es un excelente antimicrobiano.

En base a los resultados de la presente investigacion, se obtuvo que el aceite de
canela a concentraciones de 50%, 70% y 90% inhibid el crecimiento de Salmonella
typhimurium y choleraesuis que son responsables de la presencia de diarreas en
pollos y en cerdos, por lo tanto se puede utilizar como una alternativa en el
tratamiento de estas enfermedades evitando el uso indiscriminado de antibioticos

que pueden afectar la salud humana.

7.3. JUSTIFICACION

La aplicacion de aceite de canela a concentraciones de 50% 70% y 90% en
balanceado de pollos y cerdos tiene como fin proveer a los productores avicolas y
porcicolas una alternativa al uso de antibidticos para el tratamiento de diarreas

causadas por el género Salmonella serovariedades Typhimurium y Choleraesuis,
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mediante la elaboracion de dietas a base de una determinada cantidad de aceite a
concentracion establecida, esto podria mejorar la calidad de vida de muchos
productores debido a la reduccion de costos en la compra de antibi6ticos para el
tratamiento de enfermedades, contribuyendo a obtener una produccion de mejor

calidad y una adecuada inocuidad alimentaria.

7.4. OBJETIVOS

e Reducir la presencia de Salmonella typhimurium y choleraesuis en
producciones avicolas y porcinas.
e Elaborar dietas balanceadas con suplementacion de aceite de canela a

concentraciones establecidas.

7.5. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Con respecto al analisis econdmico la obtencion de aceite de canela mediante
métodos convencionales es relativamente factible ya que son faciles de extraer y
aplicar segun el fin de utilizacion. ElI material se puede conseguir en los mercados
del pais sin restriccion alguna y su precio esta al alcance de todos.

Dentro del aspecto social el aceite de canela al no ser un producto que compite con la
alimentacion del ser humano, se puede utilizar en la alimentacion animal para tratar
enfermedades de origen bacteriano y evitar la presencia de residuos de antibidticos

en la carne animal.

7.6. FUNDAMENTACION

La presencia de diarreas en lechones y pollos producidas por bacterias
enteropatogenas han provocado la pérdida de grandes producciones debido a que los
animales mueren por deshidratacion aunque se utilicen antibidticos para tratar estas
bacterias no siempre se obtienen resultados positivos al contrario se puede producir
una resistencia de los animales a los antibidticos produciéndose grandes pérdidas

econdmicas y aumento de enfermedades.
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Para ello se debe profundizar mas sobre la fitoterapia como alternativa al uso de
antibioticos mejorando la produccién y obteniendo animales de calidad para el
consumo humano.

La utilizacién de aceite de canela como aditivo o suplemento en el balanceado ya sea
de engorde o crecimiento para aves y cerdos ayuda a evitar la presencia de bacterias
que afectan al tracto digestivo de estos animales.

7.7. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO

Promover la obtencion y utilizacién de aceites esenciales de plantas mediante
métodos faciles y accesibles, asi como la elaboracién de balanceados con aceites
para el tratamiento de enfermedades producidas por Salmonella typhimurium y

choleraesuis.

7.8. ADMINISTRACION

La Universidad Téecnica de Ambato mediante la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
asi como docentes, estudiantes y productores sera responsable de la realizacion de
esta propuesta que pueda llevar a una adecuada utilizacion de aceites en
explotaciones de aves y cerdos mediante la concepcion de investigaciones que

complementen el uso de aceites en animales .

7.9. PREVISION DE LA EVALUACION
Los pequefios productores de aves y cerdos mediante la realizacion de esta
propuesta podran mejorar la salud de sus animales mediante la utilizacion de aceites

que formen parte de la dieta balanceada, para obtener buenos resultados de

produccién y disminuir costos.
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