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RESUMEN

El Proyecto de investigacién tuvo como objetivo evaluar in vitro e efecto antimicrobiano
del aceite de orégano (Origanum vulgare) sobre cepas de Escherichia coliy
Saphylococcus aureus subespecie aureus, en € cua se evaluaron concentraciones a
30%, 60% y 90% en dilucion de aceite de orégano mas tween 80. Se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria, paralacepaEscherichia coli, donde presento turbidez
al 30% en todas sus horas establecidas, mientrasqueal 60 % Yy 90% no presento turbidez,
por otro lado, parala cepa Saphylococcus aureus, no se presentd turbidez en ninguna de
sus concentraciones; por otra parte se determiné la Concentracion Minima Bactericida
sobre la cepa Escherichia coli y Staphylococcus aureus, donde la cepa Escherichia coli
al 30% presentd formacion de colonias en todos sus tiempos establecidos, mientras que
a 60% y 90% no existié crecimiento bacteriano; por otro lado para la cepa
Saphylococcus aureus, no existié crecimiento bacteriano en ninguna de las tres
concentraciones. En cuanto a los halos de sensibilidad en la cepa Escherichia coli se
obtuvo como vaor minimo un diametro de 13.01mm a 30% y un vaor maximo de
17.62mm a 60% respectivamente, determinando que €l aceite de orégano impide €l
crecimiento de bacterias desde su valor minimo a 30%, por otro lado, en la cepa
Saphylococcus aureus se obtuvo un valor minimo de 13.25mm a una concentracién de
30% y un valor maximo de 25mm a 90%. En el andlisis de varianza los resultados
obtenidos en los tratamientos a 60% y 90%, no son significativamente diferentes (p=
<0.05) mostrandose estadisticamente iguales con valores de 17.62 mm y 16.05 mm
respectivamente, en relacion a 30% con un vaor de 13.01 mm en halos de inhibicién
paralacepaEscherichia coli, mientras que las diluciones de | os tratamientos al 30%,60%
y 90% frente ala cepa Staphyl ococcus aureus son estadisticamente diferentes (p= <0.05)

con vaores de 13.25 mm, 16.35 mm y 25.00mm de halos de inhibicion.

Palabras claves: Concentracion Minima Inhibitoria, Concentraciéon Minima Bactericida,

Muller Hinton, Aceite de orégano.



SUMMARY

The objective of the research project was to evaluate in vitro the antimicrobia effect of
oil of oregano (Origanum vulgare) on strains of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus subsp. aureus, in which concentrations of 30%, 60% and 90% were evaluated in
dilution of oregano plus tween 80 oil. The Minimum Inhibitory Concentration was
determined for the Escherichia coli strain, where turbidity was present at 30% in al its
established hours, while at 60% and 90% it did not present turbidity, on the other hand,
for the strain Staphyl ococcus aureus, no turbidity was present in any of its concentrations;
The Bactericida Minimum Concentration was aso determined on the strain Escherichia
coli and Staphylococcus aureus, where the 30% Escherichia coli strain presented colony
formation at all established times, while at 60% and 90% there was no bacterial growth;
On the other hand, for the strain Saphyl ococcus aureus, there was no bacterial growth in
any of the three concentrations. Regarding the sensitivity halos in the Escherichia coli
strain, a minimum diameter of 13.01mm at 30% and a maximum value of 17.62mm at
60% was obtained, determining that the oil of oregano prevents the growth of bacteria
from its minimum value at 30%, on the other hand, in the Staphylococcus aureus strain,
aminimum value of 13.25mm was obtained at a concentration of 30% and a maximum
value of 25mm at 90%. In the analysis of variance the results obtained in the treatments
at 60% and 90%, are not significantly different (p = <0.05), being statistically equal with
values of 17.62 mm and 16.05 mm respectively, in relation to 30% with avalue of 13.01
mm in halos of inhibition for the strain Escherichia coli, while the dilutions of the
treatments at 30%, 60% and 90% against the strain Staphyl ococcus aureus are statistically
different (p = <0.05) with values of 13.25 mm, 16.35 mm and 25.00mm of inhibition
hal os.

Key words. Minimal Inhibitory Concentration, Bactericidal Minimum Concentration,

Muller Hinton, Oregano oil.



CAPITULOI

INTRODUCCION

Dentro de |os temas més preocupantes parala comunidad cientifica, tanto para Medicina
Humana y Veterinaria es e constante brote altamente mutagénico y peligroso que
presentan algunas cepas bacterianas a uno 0 mas antibacterianos, lo cual constituye un
problema de salud publica a nivel mundial (OMS, 2001 citado por Cruz-Carrillo et al.,
2010). La resistencia antimicrobiana, es uno de los principales problemas dentro de la
salud publica, afectando a varios paises con un impacto negativo en e control de
enfermedades bacterianas, generando problemas en humanos como en la produccion
animal, segun la OMS los animales en produccion son un reservorio de bacterias
resistentes, que pueden transmitirse a la poblacion humana constituyendo un problema
zoondtico (San Martin et al., 2005). A pesar de que las industrias farmacol 6gicas han
producido nuevos antibidticos en las Ultimas décadas, |a resistencia a estos farmacos por
parte de los microorganismos ha aumentado, en general, las bacterias poseen una
capacidad genética de transmitir y adquirir resistencia a los farmacos, que se utilizan
como agentes terapéuticos (Nascimento et al., 2000). En respuesta a la necesidad de
conseguir aternativas eficaces contra la resistencia antimicrobiana por parte del
microorganismo, se harecurrido alafitoquimicay fitofarmacoldgica. (Avilaet al., 2006).
Existe un gran nimero de sustancias naturales que poseen alguna actividad frente a
microorganismos, paralo cual se ha propuesto la utilizacion de compuestos o sustancias
naturales para el tratamiento de enfermedades bacterianas como una alternativa natural
(Domingo & Lépez 2003), con la utilizacion de plantas como € tomillo, la menta, €l

orégano, etc.

El orégano (Origanum vulgare) es una planta que se encuentra distribuida en éareas de
Asiay e mediterraneo, la cual pertenece ala familia Lamiaceae. La planta de orégano
presenta diversas actividades bi ol 6gi cas con accion antiséptica, expectorante, carminativa
y antiespasmédica (De Souza Prestes et al., 2008). El orégano es una planta que tiene una
variedad de aplicaciones en diversos ambitos (Guerra 2009), esto se debe gracias a su
aceite extraido de sus hojas, €l orégano y sus derivados se han estudiado por tener efectos

antimicrobianos, en particular este efecto seleatribuye alos compuestos carvacrol y timol
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los mismos que actdan en la inhibicion de microorganismos patdgenos presentes en €l
aceite de orégano (Paredes, 2007).

En laactualidad €l uso de aceites esenciales y extractos vegetal es como bactericidas han
cobrado mayor importancia (Garcia et al., 2006). Los aceites esenciales son mezclas
homogéneas de sustancias organicas que provienen de una misma familia de terpenos y
sus compuestos oxigenados, algunos aceites como €l aceite de orégano que presentan
propiedades antimicrobianas (Castafio, 2012). Dentro del grupo de aceites con
propiedades antimicrobianas destaca el aceite esencia de orégano (AEO). De acuerdo
con Burt (2004), € efecto antimicrobiano del aceite esencia de orégano se debe
principalmente a la presencia de metabolitos secundarios como € carvacrol y timol y, en
menor grado,y-terpineno y p-cimeno. La actividad antimicrobiana de estos aceites
esenciales se ha atribuido a la presencia de compuestos aromaticos y grupos fendlicos
como €l eugenol en el aceite esencia de canelay el carvacrol en € aceite esencial de
orégano (Garciaet al., 2006). Estos grupos fendlicos dafian laintegridad de la membrana
celular de las bacterias afectando la homeostasis y € equilibrio de los iones inorganicos
(Gamez et al., 2015).

La presente investigacion se larealizé con el fin de comprobar la eficacia antimicrobiana
invitro del aceite de orégano (Origanum vulgare) en distintas concentraciones sobres las
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1.ANTECEDENTESINVESTIGATIVOS

Seguin Pereira et a., 2008, los aceites esenciales, extraidos de |os vegetal es por arrastre
devapor de aguau otrastécnicas, son compuestos de gran importanciaen investigaciones,
por ser potencialmente Utiles en e control fitosanitario, propiciando € desarrollo de
técnicas que buscan disminuir los efectos negativos de oxidantes, radicales y
microorganiSmos causantes de perjuicios en las industrias aimenticias, por lo tanto, la
fitoguimica se presenta como un método Util, buscando técnicas anditicas e

instrumental es que permiten el aislamiento y elucidacion de innumerables compuestos.

Daouk et al., (1995), menciona que €l aceite y extracto de distintas plantas han sido
utilizados para unadiversidad de propositos por miles de afios, esto se debe a su actividad
antimicrobiana, siendo incluidos en ambitos farmacol 6gicos y tratamientos medicinales
naturales. Esta propiedad fue estudiada por (Castario, 2012), quien sefidlan que € aceite
esencial de diversas plantas, entre las que se encontraban el Origanum vulgare, poseen
actividad antimicrobiana frente a microorganismos, determinando que el orégano (O.
vulgare) posee propiedades antioxidantes, antifungicas, antiespasmaodi cas, antisépticas, y
sobre todo se caracteriza por |a potente accidn de sus principios activos carvacrol y timol

gue le otorgan a esta planta un gran poder antibacteriano.

Abu-shanab (2004), comenta que el aceite de orégano posee una capacidad muy efectiva
como antiséptico natural. Este compuesto elimina bacterias, hongos, parésitosy virus con
tan solo unas pocas gotas y no ocasiona efectos secundarios ni potencia mutaciones que
dan lugar a cepas patologicas resistentes, como ocurre con los antibioticos
farmacol 6gicos. El aceite de orégano posee un compuesto fendlico, carvacrol, este fenol
se encuentra en la planta de orégano (Origanum vulgare) en concentraciones que oscilan
del 30 a 87 por ciento, un alto porcentaje de carvacrol obtenido por destilacién noimplica

mayor efectividad terapéutica, pues esta procede de la delicada sinergia creada por la
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naturaleza y en la que intervienen otros componentes del orégano; obteniendo que €
carvacrol puro eslamitad de efectivo que € aceite de orégano natural.

Segun Albado et al., (2001), confirma que el aceite esencial del orégano, tiene efectos
antimicrobianosfrente abacterias Gram positivas como Saphyl ococcus aureusy Bacillus
cereus y sobre bacterias Gram negativas como Pseudomona auriginosa no muestra
sensibilidad frente al aceite esencial de orégano.

Russo et al., (1998), comenta que existe un aumento en €l uso de extractos naturales como
una aternativa para la prevencién y tratamiento de enfermedades; esto ha revelado que
el orégano tiene un alto efecto bacteriano. Los aceites esenciales del orégano son también
inhibidores de la mutagenicidad, lo cual ha despertado € interés por este tipo de plantas,
como posible tratamiento de enfermedades; por otro lado, €l extracto de orégano puede
funcionar como antibatericida e insecticida, siendo igual o incluso mas efectivo que los

compuestos tipicamente utilizados para estos propositos.

Seguin Avila et al., (2010), se ha demostrado que una de las especias que tiene efecto
antimicrobiano es el aceite de orégano, teniendo la capacidad de inhibir el crecimiento de
numerosas bacterias patdgenas dicha actividad es debe, principalmente, a que sus aceites
esenciales contienen compuestos volatiles, especialmente timol y carvacrol cuyo efecto

antimicrobiano fue comprobado en el orégano.

Wayne (2015), menciona que la actividad Antibacteriana del Aceite Esencia de orégano
fueron determinados mediante la susceptibilidad antimicrobiana por e método de
difusion en placa y la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) por microdilucion en
caldo, los cuaes fueron llevados a cabo teniendo en cuenta |os estandares de la NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards) M2-A7 y NCCLS M 27-A2

respectivamente.

Segun Acevedo (2007), la composicion quimica que presenta € aceite esencia de

orégano pertenece a quimiotipo Timol, el cual es un efectivo agente antimicrobiano que
4



inhibe el crecimiento de microorganismos y bacterias y también forma parte de muchos
productos antiinflamatorios por sus propiedades, antibacterianas y antiflingicas.

De Souza Prestes et a. (2008) Realizaron un estudio para determinar la actividad de
extractos de orégano (Origanum wvulgare) y tomillo (Thymus wulgaris) frente a
microorganismos asociados con otitis externa. La evaluacion de los extractos fue
redlizada a través de microdiluciones en caldo frente a aislados de Malassezia
pachydermatis, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, se evaluaron 3
extractos un aceite, una tintura y una decoccion. Los aceites presentaron concentracion
inhibitoria minima menor frente a los microorganismos, pero los extractos que

presentaron mejor rendimiento fueron las tinturas.

Daferera (2003), menciona que los aceites esenciales de orégano, tomillo, lavanda,
romero, fueron probados para conocer su eficiencia de control contra Botritis cinerea,
Fusarium sp. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, en medios artificiales del
crecimiento, obteniendo como resultado que el crecimiento de Botritis cinerea, Fusarium
sp y de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fue inhibido totalmente por los
aceites esenciaes del orégano y tomillo en bagas concentraciones (85-300 pg/ml),
teniendo como componente principa del aceite de orégano el timol aceite, mientras que

el aceite detomillo, erarico en carvacrol.

Seguin Nostro (2007), se demostro gque la actividad antimicrobiana del orégano se debe a
los componentes fendlicos, carvacrol y timol, los cuales acttan debido a su naturaleza
hidréfoba, sobre la bicapa lipidica de las membranas citoplasméticas provocando la
pérdida de su integridad y, a través de ella, fugas de material celular tales como iones,

ATPYy é&cido nucleico.

Ultee et al., (1998), comenta que las sustancias activas presentes en el aceite de orégano
se encuentran diversos compuestos fendlicos como es el caso del carvacrol y el timol que
poseen actividad antimicrobiana y antifingica, estos compuestos han sido probados en
diferentes microorganismos de importancia en alimentos como, por g emplo, Fusarium



spp. Escherichia coli, Salmonella thiphymurium,Staphylococcus aureus, Bacillus, entre
otros.

Lambert et a., (2001) menciona que los componentes de |os aceites esenciales, como €
timol, carvacrol y eugenol, los cuales son compuestos fendlicos, poseen fuertes
propiedades antimicrobianas contra diversos microoorganismos, lo cual es razonable
pensar que su mecanismo de accién es similar a de otros compuestos fendlicos,

provocando desorden en la membrana citoplasmatica.

Vokou et a., (1993), menciona que la sensibilidad bacteriana observada en los 14
terpenoides estudiados poseen actividad antimicrobiana contra alguna de las bacterias
ensayadas y tan solo 3 de ellos (0-terpineno, para-cimeno y mirceno) manifiestan no tener
actividad alguna sobre | as bacterias estudiadas; estos resultados pueden traducirse en que
el 82% de los compuestos probados constituyen una potencial fuente de agentes
antimicrobianos, destacandose que |os terpenoides presentan mayor actividad sobre la

bacteria Escherichia coli.

Aligiannis et al., (2001), menciona que la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano se ha encontrado que |os aceites esencial es de | as especies del
género Origanum presentan actividad contra bacterias Gram negativas como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica vy
Enterobacter cloacae;, y las Gram positivas como  Saphylococcus aureus,
Saphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis, tienen ademas
capacidad antifungicida contraepidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis,
tienen ademas capacidad antifungicida contra Candida albicans, C.tropicalis, Torulopsis
glabrata, Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula; pero no contra Pseudomona
aeruginosa, evaluaron laactividad antimicrobianadelos componentes aislados, asi como
el del aceite esencial, los fenoles carvacrol y timol poseen los niveles més atos de
actividad contra microorganismos Gram negativos, excepto para P. aeruginosa, siendo €
timol mas activo, dentro de los valores de la concentracién minimainhibitoria(CMI) para
los aceites esenciales se establecieron entre 0.28-1.27 mg/ml para bacterias.



Segun Winward et al., (2008), € Origanum vulgarey Thymus vulgaris, no produjeron un
efecto inhibitorio sobre C. perfringens; luego estudios realizados demostraron que €l
aceite esencia de estas especias, tienen efecto sobre bacterias entéricas tales como
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, C. perfringensy C. botulinum produciendo halos de inhibicién
gue oscilan entre 7 a 24mm.

Segun Oliveira et a., (2009), se han demostrado las propiedades antimicrobianas que
posee e aceite esencial de orégano, uno de ellos realizado en cepas de pacientes con
conjuntivitis, demostré que @ aceite esencia de orégano (Origanum vulgare) causan un
significativo efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano; con un halo deinhibicién entre

27 a 32mm respectivamente para Staphyl ococcus aureus, Enterobacter y Klebsiella.

Burt & Reinder (2003), prueban la actividad antibacteriana de cinco aceites esenciales
mediante la prueba de difusion en agar contra Escherichia coli y obtuvieron que €l aceite
de orégano es efectivo contraestabacteriacon 24mm de didmetro en € halo deinhibicién;
por otro lado, (Bayramoglu et al., 2008), encuentra resultados similares al utilizar aceite
de orégano contra Bacillus cereus y Staphyl ococcus aureus utilizando la misma técnica
obteniendo hal os de inhibicion de 40 y 45mm de diametro, respectivamente; ladiferencia
entre los halos de inhibicién obtenidos tanto por Burt como por Bayramoglu, radica en
las concentraciones utilizadas ya que en € primer trabajo se utilizo el aceite esencial al

1%, mientras que en el segundo a 2%.

2.2. CATEGORIARIA FUNDAMENTALES O MARCO CONCEPTUAL
221 ACEITESESENCIALES

Los aceites esencidles (AE) son mezclas complgas de liquidos que presentan ata
volatilidad, evaporandose al contacto con €l aire (Bello, 1999). Son obtenidos a partir de
diferentes partes de las plantas como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza,
hierbas, madera, frutosy raices (Burt, 2007). Quimicamente estan formados por terpenos,
monoterpenos y sesquiterpenos (hidrocarburos, alcoholes, cetonas, que pueden ser

aciclicos, monociclicos, bhiciclicos, triciclicos), sustancias azufradas y nitrogenadas
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(Acevedo et al., 2007). Se consideran producto del metabolismo secundario de las plantas
al igual que algunos alcaloides, flavonoides, taninos, y saponinas (Bandoni et al., 2009;
Madsen & Bertelsen 1995). La composicion quimicade los AE puede verse afectada por
el medio ambiente, la procedencia de la plantay € método de extraccion (Combariza et
al.,1994). El valor econémico de los AE y su aplicabilidad industrial estén directamente
relacionados con su composicion quimicay con la actividad biol égica (Stashenko et al.,
2010). De hecho, muchos autores han reportado propiedades antimicrobianas,
antifungicas, antioxidantes de diferentes especiasy aceites esencialesy en algunos casos,

una aplicacion directamente relacionada con |os alimentos (Madsen & Bertelsen, 1995).

OREGANO (Origanum vulgare)
Descripcion Botanica

El orégano (Origanum wvulgare), pertenece a la familiaLabiaceae, y es una planta
herbacea vivaz muy aromética (Carhugpoma, 2006; Arcila-Lozano, et al.,
2004; D'Antuono, et al., 2000). Se ha demostrado que € orégano contiene aceites
esenciales, por 1o que no solo es benéfico parala salud humana, sino que ademas puede
sustituir los aditivos sintéticos de los alimentos (Arcila-Lozano et al. 2004). EI AE
de orégano tiene actividad antiradicalaria y esta propiedad se les atribuye a los mono
fenoles carvacrol y timol principales quimiotipos, cada una con enzimas especificas que

dirigen su biosintesis (D”Antuono et al., 2000).
Clasificacion Taxonémica del Orégano

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Origanum

Especie: Origanum vulgare



Composicion Quimica

Sobre la composicion quimica del orégano, y sus aceites esenciales se han identificado
flavonoides como la apigeninay laluteolina, agliconas, alcoholes aifaticos, compuestos
terpénicos y derivadosdel fenilpropano (Arcila-Lozano et al., 2004), también se han
encontrado &cidos coumérico, ferulico, caféico, r-hidroxibenzoicoy vainillinico
(D"Antuono et al., 2000). En e aceite de orégano que crece en forma silvestre se ha
observado que un incremento en los porcentajes de timol provoca una disminucién en el
contenido de carvacrol (Albado et al., 2001).

M ecanismo de accion

La composicion quimica que presenta €l aceite esencial de orégano pertenece a
guimiotipo Timol, el cual esun efectivo agente antimicrobiano (Acevedo, 2007), teniendo
en cuenta que e mecanismo de accion del timol es semejante a del carvacrol, ya que su
estructuragquimicaessimilar; el timol es capaz de desintegrar |amembrana externade las
bacterias Gram negativas, permitiendo la salida de lipopolisacaridos e incrementando la
permeabilidad de la membrana citoplasmética (Healender et al., 1998).

Juven et ., (1994) estudiaron el mecanismo de accion del timol contra S. thiphymurium
y Saureus, concluyendo que este agente antimicrobiano une las proteinas hidrofdbicas
de la membrana mediante puentes de hidrogeno, cambiando a las caracteristicas de
permeabilidad de la misma. (Lambert et al., 2001), sefidlaron que €l timol cambia la
permeabilidad de la membrana de la célula microbiana, dgjando que se filtren los
congtituyentes quimicos esenciales para el metabolismo tales como iones, ATP, &cidos
nucleicosy aminoacidos, estos efectos provocan unadisminucion en lacargacelular total.

2.2.2 CEPASBACTERIANAS

Escherichia coli

La Escherichia coli es una bacteria que se encuentra normamente en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y animales de sangre caliente, debido a su elevada
presenciaen €l tracto gastrointestinal y en las heces, laE. coli se utilizacomo €l indicador
principal de contaminacion fecal en la evaluacion de lainocuidad de los aimentos y
agua; la mayoria de las E. coli son organismos comensales inofensivos cuando se
encuentran en su habitat intestinal natural, las E. coli patégenas se distingue de otras E.

9



coli por su capacidad de provocar enfermedades mediante mecanismos genéticamente
controlados, como la produccién de toxinas, la adhesion einvasién de células huéspedes,
lainterferencia con el metabolismo celular y la destruccion de tejidos (Estape, 2012).

Caracteristicas microbiol6gicas

La bacteria Escherichia coli se caracteriza por ser un bacilo Gram negativos, no
esporulante, produccion de indol a partir de triptéfano, no utilizacion de citrato como
fuente de carbono y no produccion de acetoina ademés, fermentala glucosay lalactosa
con producciéon de gas. Como todas las bacterias Gram negativas, la cubierta de E.
coli consta de tres elementos: la membrana citoplasmatica, |a membrana externay, entre
ambas, un espacio periplasmico constituido por péptido-glucano, esta Ultima estructura
confiere a la bacteria su forma y rigidez, y le permite resistir presiones osméticas
ambientales relativamente elevadas, la E. coli es una bacteria mestfila, su dptimo de
desarrollo se encuentraen el entorno de latemperatura corporal delos animales de sangre
caliente (Benvenutto, 2017).

Staphylococcus aureus

El Saphylococcus aureus, es un microorganismo muy diseminado en e ambiente por
poseer caracteristicas particulares de virulencia y resistencia contra antibioticos, 1o cual
representa un grave problema de salud, esto es, gracias a que su distribucion se extiende
anivel mundial y € impacto en lamorbimortalidad es considerable anivel comunitario e
intrahospitalario, en loshumanos, causa unaampliavariedad de enfermedadesinfecciosas
y su principal impacto es ocasionado por las cepas de S aureus, que son sumamente
resistentesalameticilina y otros antibi6ticos que antes eran eficaces contra el tratamiento
de las infecciones; desde e punto de vista gendmico, la resistencia se produce por
seleccion natural a través de mutaciones producidas a azar; sin embargo, también se
pueden inducir artificialmente mediante la aplicacion de una presion selectiva a una
poblacidn, como seria el abuso o la utilizacion de antibiéticos; asimismo, S aureustiene
caracteristicas genéticas que le han permitido convertirse en una de las bacterias mas
importantes en laclinicay en las enfermedades transmitidas por alimentos, se mencionan
también algunas caracteristicas principales parael aisamiento y e estudio del patégeno,
utilizando procedimientos microbiol égicos (Zendejas et al., 2014)
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Caracteristicas microbiol6gicas

Este género Stahphyl ococcus es relativamente mas resistente a calor, mientras que otras
bacterias se destruyen en 30 minutos a 60 grados centigrados. Los Staphylococcus
necesitan temperaturas mas grandes y tiempos més largos. La resistencia a calor esta
acompafada por crecimiento maximo més eevado, a diferencia de muchas bacterias
crecen a45 grados centigrados. Laresistencia ala desecacion también es notable; pueden
permanecer infecciosos en e medio ambiente durante largos periodos. Una caracteristica
gue tienen en comun los Gram positivos es que son sensibles a la accion bacteriostética
de los colorantes trifenil-metano, también son sensibles alas penicilinas y antibidticos de
amplio espectro, sin embargo, suelen desarrollar resistencia microbiana a los farmacos
(Almeida, 2013).

22.3MEDIOSDE CULTIVO
Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para € desarrollo de los

microorganismos (Apella, & Araujo, 2005).

a. Mediosde cultivo no salectivos

Son medios compl e os o sintéticos con aditivos adicionales parafavorecer €l crecimiento

de determinados microorganismos (Apella, & Araujo, 2005).

Cado cerebro-corazon. - La infusion de cerebro y corazén ha resultado ser
efectiva en e cultivo de una amplia variedad de microorganismos, incluidos
muchos tipos de patdgenos. Se ha utilizado como medio base para las nuevas
formulas de medios de cultivo cuando se suplementa con sangre 0 agentes
selectivos (Casado, et al., 2012).

b. Mediosde cultivo sdlectivo

Son aguellos que permiten e crecimiento especifico de un determinado microorganismo
0 grupo de microorganismos, inhibiendo € desarrollo de los demas (Apella, & Araujo,

2005).
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Agar Manitol salado. - es un medio de cultivo que se utiliza normalmente en
microbiologia. Permite € crecimiento de un determinado grupo de bacterias
mientras gque inhibe e crecimiento de otras. Este medio es importante en el
laboratorio clinico debido a que es capaz de distinguir los microorganismos
patogénicos en un corto periodo de tiempo. Contiene una alta concentracion (-
7.5%-10%) de sal (NaCl), haciéndolo selectivo para Saphylococcus debido aque
el nivel de NaCl es inhibitorio para la mayoria de las bacterias (Casado et al.,
2012).

Agar Mueller Hinton. - es un medio utilizado para realizar las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana en microorganismos aerdbicos por e método de
Kirby- Bauer. Debido a su contenido en inhibidores de sulfonamidas,
trimetoprimay tetraciclinaes bgjo, lamayoriade los patdgenos microbianos crece
satisfactoriamente (Rivas, et al., 2007).

Agar MacConkey (McK): las sades hiliares y e cristal violeta gercen una
inhibicién significativa sobre las bacterias Gram Positivas. La lactosa y e
indicador rojo neutro permiten comprobar |a degradacién de ese disacérido; las
colonias lactosa positivas (Escherichia coli) aparecen roja con halo turbio; las

lactosas negativas (Salmonella spp.) son incoloras. (Gentilini, et al., 2017)

2.24METODOS 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 (CMI) y la

concentracion minima bactericida (CMB) y los métodos cualitativos (disco difusion) son

aquellos que permiten clasificar directamente a un microorganismo como sensible o

resistente, siendo uno de los métodos maés utilizados en |a practica diaria por laobtencion

de datos de manerarapiday lainterpretacion de los resultados (Wikler, 2006).
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Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Esla concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos, cuando
laCMI seamenor, la susceptibilidad del microorganismo sera mayor al farmaco utilizado
(Botana, 2002).

Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Corresponde a la minima concentracion de aceite que elimina €l 99,9 % del nimero
original de bacterias. Refl gjalacapacidad de un f&rmaco de disminuir de formasustancial

el nimero de bacterias (Botana, 2002).
M étodo de difusion por disco

Consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa petri previamente inoculada
con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con las diferentes
sustancias. Tan pronto el disco impregnado de la sustancia se pone en contacto con la
superficie hUmeda del agar, €l filtro absorbe aguay el aceite difunde al agar. La sustancia
difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco formandose un
gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen
rodeados por una zona de inhibicién (Estrada, 2010).

2.25 Unidad de Andlisis
Cervantes et al., (2014) clasifican taxonomicamente Staphylococcus aureus de la

siguiente manera:
Taxonomia

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacili

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. aureus

Subespecie: aureus
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Haugen et al., (2007) clasifican taxondmicamente Escherichia coli de la siguiente

manera:
Taxonomia

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: E. coli
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CAPITULO 111

3.1HIPOTESIS

Las cepas bacterianas certificadas de Escherichia coliy Staphylococcus aureus

presentan sensibilidad bacteriana a aceite esencia de orégano (Origanum vulgare).

3.20BJETIVOS

3.2.1 Objetivo General
Evaluar in vitro e efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano
(Origanum wulgare) sobre cepas certificadas de Escherichia coliy

Saphylococcus aureus.

3.2.2. Objetivos Especificos
Determinar la concentracion del aceite de orégano (30%, 60% y 90%) de mayor
sensibilidad para las cepas bacterianas de Escherichia coli y Saphylococcus

aureus.

Determinar la concentracion minimainhibitoria (CMI) y laconcentracion minima
bactericida(CMB) del aceite esencia de orégano (Origanumvulgare) sobre cepas

certificadas de Escherichia coli y Staphyl ococcus aureus.
Determinar la sensibilidad bacteriana mediante halos de inhibiciéon a aplicar

aceite de orégano (Origanum vulgare) en las cepas bacterianas de Escherichia

coli y Staphylococcus aureus.
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CAPITULO IV

MATERIALESY METODOS

4.1 UBICACION GEOGRAFICA

La presente investigacion se realizd en la Universidad Técnica de Ambato, en €
laboratorio delaFacultad de Ciencias Agropecuarias, campus Querochacaubicado alkm
de la via Cevalos- Quero, provincia de Tungurahua con las coordenadas geogréficas:
Latitud 1°22'3.45"S, Longitud 78°36'30.75"O y una altitud de 2883 msnm.

4.2 CARACTERISTICASDEL LUGAR

Lainvestigacion sedesarroll6 en e laboratorio de Bacteriologiade lacarrerade Medicina
Veterinaria 'y Zootecnia, en € que se mangja un ambiente controlado con condiciones
ambientales de 19 °C y 40 % de humedad. Las condiciones meteoroldgicas del campus

Querochada se presentan en latabla 1.

Tabla 1. Condiciones meteor ol dgicas

PARAMETRO VALOR
Temperatura 13°
Humedad relativa: 78%
Precipitacion: 10mm
Vientos: 11Km/hora

4.3 EQUIPOSY MATERIALES

4.3.1 Material Experimental
v Aceite esencial de Orégano (Origanum vulgare.)

4.3.2 AgentesBioldgicos
v’ Cepabacteriana Saphylococcus aureus subsp. aureus ATCC292113
v’ Cepabacteriana Escherichia coli ATCC25922

4.3.3 Equipos

v' Camarade flujo laminar.
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Agitador magnético con calentador.
Refrigeradora

Autoclave.

SN NEE NN

Incubadora.

434 Materialesdelaboratorio

Utensiliosy vidrieria de laboratorio.

Pipetas volumétricasde 1 ml, 5 ml, y 10 ml.
Discos en blanco de sensibilidad bacteriana marca OXOID.
Pizeta.

Lamparas de a cohol.

Papel aluminio.

Asas metélicas.

Cajas Petri desechables.

Espétulas

Algodon.

Gasa.

Cepillos para limpieza de materiales.
Mascarillas.

Mandiles.

Guantes.

Gorros.

Calculadora.

Cuaderno de Apuntes.

NN N N N N N N N N N N N N N N VR

Esferos, |4pices y borrador.

435 Sustanciaso Reactivos
Agar Muller Hinton
Agar MacConkey

Agar Sa Manitol

Caldo Cerebro- Corazon.
Tween 80

Agua destilada

SN N N N
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44 FACTORESDE ESTUDIO

El proyecto de investigacion se tuvo como factores de estudio los siguientes:

A) Aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

T. Tween 80
Al 30%
A2.60 %
A3.90 %

B) Cepasbacterianas

B1. Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC292113
B2. Escherichia coli ATCC25922

4.5 TRATAMIENTOS

Lainvestigacion evaluo el efecto antimicrobiano sobre cepas certificadas de Escherichia
coli ATCC25922 y Saphylococcus aureus subsp. aureus ATCC292113 utilizando tres
concentraciones (30%, 60% y 90%) de aceite para las dos cepas, aplicandose en discos
de sensibilidad marca Oxoid impregnados con 0,2ml de cada concentracion de aceite de
orégano en la superficie de Agar Muller Hinton. Con un total de 20 repeticiones,
repartidas en cuatro discos por cada caja petri. Los tratamientos se presentan en la tabla
2y 3.

Tabla 2 Cepasy concentraciones respectivas del orégano (Origanum vulgare)

Cepas bacterianas Aceite de Orégano
T=tween 80

B1 Escherichia coli Al=30%

B2 Saphylococcus aureus A2=60%
A3=90%

B=bacterias, T=testigo, A=aceite
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Tabla 3. Numero detratamientosy repeticiones para Escherichia coli y
Staphylococcus aureus subsp aureus.

NUmero Tratamientos

Descripcion

0 Tween 80 Se redlizé cinco repeticiones para cada cepa con 4 discos
en cada cgja petri empapados de tween 80.

1 B1A1l

2 B1A2 Se realiz0 veinte repeticiones con 4 discos de sensibilidad
3 B1A3 impregnados cada uno con 0,2 ml de aceite de orégano a
4 B2A1 30 %, 60%, y 90% respectivamente en cada caja petri y
5 B2A2 para cada cepa bacteriana.

6 B2A3

B=bacterias, A=aceite

4.6 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental utilizado fue el disefio completamente al azar (DCA) en arreglo
grupal 2X3+1, con 20 repeticiones. Se reaizd € andisis de varianza y la prueba de
TUKEY a 5% para comparar |os tratamientos.

4.7 MANEJO DE LA INVESTIGACION
4.7.1 Obtencion del material biolégico

L as cepas certificadas Escherichia coli ATCC25922 y Staphyl ococus aur eus subsp aureus
ATCC292113 selas adquirié en € laboratorio MEDIBAC.

4.7.2 Obtencion del material experimental

El aceite de orégano se lo adquirié en la empresa SiFalL, mediante e método de

destilacion por arrastre de vapor.

4.7.3 Elaboracion delas concentraciones de aceite de or égano

Se utiliz6 tween 80 como solvente, |as concentraci ones se cal cularon mediante & método
de dilucion, las mismas fueron calculadas en 3 ml de volumen, como se observa en la
tabla 4.

19



Tabla 4. Concentraciones del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

CONCENTRACIONES

SUSTANCIAS 30% 60% 90%
TWEEN 80 2,1ml 1,2ml 0,3ml
ACEITE DE OREGANO 0,9ml 1,8ml 2,7ml

4.7.4 Elaboracion de medios de cultivo
Se prepararon los medios de cultivo para la experimentacion, segun lo recomendado por

|a casa comercidl.

4.7.5 Activacion delas Cepas

Para la activacion de las cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus subsp. aureus
se hidrat6 alas cepas bacterianas, segun reportala casacomercial y se procedié arealizar
la siembra en agar MacConkey para Escherichi coli y agar Manitol Salado para
Saphylococcus aureus subsp. aureus por estriamiento con un asa bacteriol6gica en la

caja petri rotulada respectivamente.

4.7.6 Preparacion dediscosde sensibilidad

Se ubicaron 20 discos de sensibilidad por cada concentracion (30%, 60% y 90%),
comprendidos en cuatro discos por cada caja petri, obteniendo un total de cinco cajas por
cada concentracion, posteriormente con la ayuda de un gotero estéril se impregné 0.2 ml
para cada disco de sensibilidad con las concentraciones respectivas de aceite de orégano.

4.8. VARIABLES RESPUESTA

4.8.1 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se determiné mediante e método de microdilucién en caldo, se prepararon tubos con un
volumen final de 5 ml de caldo cerebro corazon mas las cepas bacterianas en estudio,
luego sellevo aincubacion a37°C de 2 a 3 horas, posteriormente |os tubos se examinaron
visualmente para ver si presenta turbidez ligeramente visible, por otro lado, se elaboro
las diferentes diluciones de Tween 80 (V/V) con € aceite de orégano para cada tubo en

las tres concentraciones, esta metodologia se lallevo a cabo de la siguiente manera.
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Cepa Escherichia coli

v" Enéel tubo N° 1 secoloco 1 ml deladilucion delacepaen caldo Cerebro-Corazén
mas 1 ml deladilucion del aceite esencial de orégano a 30 %.

v" Ené€ tubo N° 2 secolocd 1 ml deladilucion delacepaen caldo Cerebro-Corazén
méas 1 ml deladilucion del aceite esencia de orégano a 60 %.

v" En el tubo N° 3 secoloco 1 ml deladilucion delacepaen caldo Cerebro-Corazén

mas 1 ml deladilucion del aceite esencial de orégano al 90 %.

Cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus

v" Enel tubo N° 1 secoloco 1 ml deladilucion delacepaen caldo Cerebro-Corazén
mas 1 ml deladilucion del aceite esencial de orégano a 30 %.

v" Ené€ tubo N° 2 secolocd 1 ml deladilucion delacepaen caldo Cerebro-Corazén
méas 1 ml deladilucion del aceite esencia de orégano a 60 %.

v" En el tubo N° 3 secoloco 1 ml deladilucion delacepaen caldo Cerebro-Corazén

mas 1 ml deladilucion del aceite esencial de orégano a 90 %.

4.8.2 Concentracion Minima Bactericida (CM B)

Se tomé como referencia el procedimiento realizado por Sadiki et a., (2014) donde para
establecer la CMB de las bacterias certificadas de Staphyl ococcus aureus subsp. aureus
ATCC29213 y Escherichia coli ATCC25922 se tomaron los tubos con las distintas
concentraciones y se procedio alasiembra en el agar Mueller Hinton dejando incubar a

37°C por 24 horas, posteriormente se procedio alalectura de resultados.

4.8.3 Sensbilidad bacteriana

Con un asa bacteriol 6gica se tomd cinco colonias de la cepa Escherichia coli cultivada
en agar MacConkey y la cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus en agar Manitol
salado cultivadas previamente por 24 horas y se inocularon en 5 ml de caldo Cerebro-
Corazon luego seincubaron a37°C de 2 a 3 horas hasta que apareci 6 unaturbidez visible.
Una vez estandarizada la cepa se procedi6 a cultivar con ayuda de un hisopo estéril por
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estriado multiple en agar Muedller Hinton, dejando reposar por 10 minutos antes de col ocar
los discos de sensibilidad OXOID con dosis de los extractos e impregnandolos en €l agar
Mueller. Con ayudade una pinza estéril se coloco 4 discos de sensibilidad en lasuperficie
del agar de cada placa sembrada, distribuidos de forma que no se produzca superposicion
deloshalosdeinhibiciony seincubaron a37°C por 24 horas. Posteriormente se midieron
los hal os de inhibicién usando una regleta.

4.9 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

El andlisis estadistico, serealizé utilizando € Programa INFOSTAT version 2016
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CAPITULOV

RESULTADOSY DISCUSION

5.1 RESULTADOS

5.1.1 Concentracion Minima I nhibitoria (CM1)

Tabla 5. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CM1) de aceite

esencial de orégano (Origanum vulgare) sobre la cepa bacteriana Escherichia coli.

Cepa Tiempo Diluciones del aceitede  Control
orégano + tween 80 negativo
Tween 80
30% 60% 90%
Turbidez
0 horas + - - +
E. coli 2 horas + - - +
4 horas + - - +
6 horas + - - +
24 horas + - - +

E. coli= Escherichia coli. Positivo (+), Negativo (-)
En latabla 5 parala cepa bacteriana Escherichia coli, a 30% presentd turbidez en todas
sus horas establecidas, refiriendo que existe un crecimiento bacteriano positivo, mientras
gue a 60% y 90% no presentaron turbidez es decir no hay crecimiento bacteriano.

Tabla 6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CM1) de aceite

esencial de orégano (Origanum vulgare) sobre la cepa bacteriana Staphylococcus

aureus.
Cepa Tiempo Dilucionesdel aceitede  Control
orégano + tween 80 negativo
Tween 80
30% 60% 90%
Turbidez

0 horas - - - +

S. aureus 2 horas - - - +

4 horas - - - +

6 horas - - - +

24 horas - - - +

S aureus= Staphylococcus aureus. Positivo (+), Negativo (-)
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En latabla 6 parala cepa bacteriana Saphyl ococcus aureus, 10s niveles de dilucidn 30%,
60% y 90%, de dilucién de aceite de orégano y tween 80 no presentd ninguna turbidez

mostrando que seinhibio & crecimiento de bacterias.

5.1.2 Concentra Minima Bactericida (CBM)

Tabla 7. Determinacion de la Concentracion Minina Bactericida (CBM) del aceite

esencial de orégano (Origanum vulgare) sobre la cepa bacteriana Escherichia coli.

Cepa Tiempo Tubos de ensayo con Control
diluciones de aceitey negativo
cepas bacterianas Tween 80
1 2 3
Crecimiento
0 horas + - - +
E. cali 2 horas + - - +
4 horas + - - +
6 horas + - - +
24 horas + - - +

E. coli= Escherichia coli. Positivo (+), Negativo (-)
En latabla 7 se presenta la Concentracion minima bactericida para la cepa bacteriana
Escherichia coli donde muestra que en €l tubo 1 se presento la formacién de colonias al
apreciar el medio solido agar Muller Hinton, es decir, las concentraciones que no
permitieron el desarrollo bacteriano fueron las concentraciones 60% y 90% de aceite de
orégano mas tween 80. Evidenciandose que & tween 80 no causa ef ecto inhibitorio sobre

|a bacteria.

Tabla 8. Determinacion de la Concentracion Minina Bactericida (CBM) del aceite
esencial de orégano (Origanum vulgare) sobre la cepa bacteriana Staphylococcus
aureus.

Cepa Tiempo Tubos de ensayo con Control
diluciones de aceitey negativo
cepas bacterianas Tween 80
1 2 3
Crecimiento
0 horas - - - +
S. aureus 2 horas - - - +
4 horas - - - +
6 horas - - - +
24 horas - - - +

S aureus= Saphylococcus aureus. Positivo (+), Negativo (-)
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En lo que concierne a la Concentracién minima bactericida parala cepa Saphylococcus
aureus en la tabla 8 se muestra que en los tubos 1, 2 y 3 no se encontré crecimiento de
colonias al apreciar e medio solido agar Muller Hinton, es decir que las concentraciones
de 30%, 60% y 90% de aceite de orégano mas tween 80 no permitieron el desarrollo

bacteriano.

5.1.3 Prueba dedifusion por disco

Tabla 9. Deter minacién dela sensibilidad bacteriana (mm) del aceite de orégano

(Origanum wulgare) frente a las cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus

subsp. aureus
CEPAS CONCENTRACIONES
30% 60% 90% E.E Valor de P
E.coli 13,01° 17,622 16,052 0,73 <.0,0001
S aureus 13,25¢ 16,35° 25,002 0.66 <.0,0001

E. coli= Escherichia coli, S aureus= Staphyl ococcus aureus, abc= Medias con unaletra comin

entre columnas no son significativamente diferentes (p=<0.05). E.E= Error Estandar.

La tabla 7 demuestra €l efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano sobre las
cepas Escherichia. coli y Saphylococcus aureus subsp aureus, demostrandose que para
Escherichia coli €l tratamiento mas eficaz fue a 60% con un diametro de 17.62mm,
mientras que para Saphylococcus aureus subsp aureus el tratamiento mas efectivo fue a
90% con un diametro de 25.00mm, entre los tratamientos obteniendo del 60% y 90% no
son significativamente diferentes (p= <0.05) mostrandose estadisticamente iguales con
valores de 17.62mm y 16.05mm respectivamente, en relacion a  30% con un valor de
13.01 mm en halos de inhibicién para la cepa Escherichia coli, mientras que las
concentraciones 30%,60% y 90% frente a la cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus
son estadisticamente diferentes con valores de 13.25mm, 16.35mm y 25.00mm de halos
de inhibicién, siendo € mayor efecto antimicrobiano para la cepa Gram positiva a la

concentracion del aceite de orégano a 90%

Al analizar los resultados permiten aceptar la hipotesis de lainvestigacion planteada con

respecto alasensibilidad bacteriana del aceite esencia de orégano (Origanum vulgare).
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5.2 DISCUSION

El aceite de orégano utilizado para la presente investigacion mostro resultados positivos
al inhibir in vitro el crecimiento de las cepas bacterianas Escherichia coli ATCC25922 y
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC292113, a igua que (Avila et al., 2010)
demostro que una de las especias que tienen mayor efecto antimicrobiano es el aceite de
orégano, inhibiendo e crecimiento de Escherichia coli, donde actlia € componente
fendlico carvacrol que tiene un alto poder hidrofébico y es capaz de desintegrar la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, permitiendo la salida de
lipopolisacéridos e incrementando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica
provocando con ellala salida del ATP (Lambert et al., 2001), mientras que Helander et
al., (1998), estudié e mecanismo de accion del timol e cual presenta semejanza al del
carvacrol, ya que su estructura quimica es similar cambiando Unicamente la posicion del
grupo hidroxilo, por otro lado Juven et a., (1994), estudia el mecanismo del timol contra
Saphylococcus aureus, demostrando que este agente antimicrobiano une las proteinas
hidrofébicas de la membrana mediante los puentes de hidrégeno, cambiando las
caracteristicas de lamisma asi también que € efecto inhibitorio del timol es mayor aun
pH de 5.5 que a6.5,. yaque abgos valores de pH lamoléculadel agente antimicrobiano
no esté disociada, logrando unir las partes hidrofobicas de la proteina 'y por lo tanto
facilitando la disolucién de la fase lipidica de la membrana (Garcia, 2008); € timol
provoca una distorsion en la estructura fisica de la célula, causando expansion y
consecuente desestabilidad en la membrana, modificando su permeabilidad y alterando
la fuerza protén motora por medio de variaciones en €l pH y potencia eléctrica (Pereira
et al., 2008).

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI ) evidencio un efecto claramente marcado
del aceite esencia de orégano (Origanum vulgare) sobre la cepa de Staphylococcus
aureus desde e 30% siendo estos resultados similares alos obtenidos por De Souzaet al.
(2008) a 1,23 %, en € mismo tipo de cepa; mientras que Hammer, Carson, & Riley
(1999) utilizaron aceite comercia a 2,0% sobre S. aureus. Garcia (2006) a realizar un
estudio con extracto alcohdlico determiné la CMI a 2.77 %, € autor manifiesta que la
variacion se debe a que los extractos a cohdlicos necesitan de mayor concentracion para
inhibir el crecimiento bacteriano. La comparacion de datos obtenidos en este estudio con
respecto a articulos previamente publicados resulta compleja, Hammer et a. (1999)
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mencionan gue, la composicion de aceites y extractos como e Origanum vulgare y
Thymus vulgaris cambian segun las condiciones climéticas y ambiental es de cada region,
otro factor que influye en esta variacion de datos es |la metodol ogia usada en laevaluacion
de la actividad antimicrobiana; por otro lado, Prestes et al., (2010), manifiesta que la
Concentracién minima bactericida (CMB) fue mayor para las bacterias Gram positivas
como el Staphylococcus aureus.

La prueba de sensibilidad antimicrobiana del aceite esencia de orégano (Origanum
vulgare), en lapresente investigacion mostré quelacepa Escherichia coli obtuvo un valor
maximo en su diametro de halos de inhibicién de 17.62mm, al 60% considerando a partir
de 4 mm que existe sensibilidad antimicrobiana, siendo este el valor minimo aconsiderar;
por otro lado Biaton et al.(2017), muestra gue los hal os en concentraciones que van desde
el 0.5% a 1% acanzan un didmetro de 17.05mm y 16.00mm respectivamente, mientras
que Pereira et al. (2008), indico que €l aceite de orégano en concentraciones de 0.1% no
promovié la inhibicion de crecimiento bacteriano, probablemente por la baga
concentracion del mismo, y que en concentraciones de 0.5%, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%,
40% y 50%, presentaron formacion de halos de sensibilidad pero no presentaron una
significativavariacion en laformacion del halo obteniendo val ores de 6mm, 8mm, 8mm,
9mm,9mm, 9mm, 9mm, 9mm respectivamente, la constancia entre los resultados
observados probablemente se dan debido alainfluenciadel etanol utilizado enladilucién
de los aceites, este solvente puede alterar la entrada del aceite en la célula bacteriana,
facilitando su difusién en mayores diluciones (Oussalah et al., 2007), en comparacion a
Dorman (2000) quien obtuvo haos de inhibicién de 29.5mm en cepas bacterianas de
Escherichia coli; sin embargo, Burt y Reinder (2009) demuestran la actividad
antibacteriana del aceite esencia de orégano, obteniendo que este es efectivo contra esta
bacteria con val ores de 24mm de diametro del halo de inhibicién con €l aceite de orégano
sin dilucion, siendo estos val ores superiores alos encontrados en nuestrainvestigacion la

cual selarealizo con aceite de orégano diluido.

La prueba de sensibilidad antimicrobiana del aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare), en la presente investigacion mostré un valor maximo en su didmetro de halos
de inhibicion de 25mm, al 90% sobre la cepa Saphylococcus aureus subsp. aureus
considerando apartir de 4 mm gue existe sensibilidad antimicrobiana, siendo este el valor

minimo a considerar; por otro lado Pereira et al. (2008) obtuvo halos de inhibicion con
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concentraciones desde el 0.1%, con un didmetro de 8mm hasta concentraciones de 20%,
30%, 40% y 50%, encontrandose con hal os de inhibicion con didmetros de 10mm, 10mm,
12mm y 13mm respectivamente; asi también Delgadillo et al. (2007) obtuvo un didmetro
maximo de halos de sensibilidad de 10.5mm con la utilizacion del aceite diluido siendo
su didmetro inferior al encontrado en este estudio mientras que Bayramoglu et a. (2008),
obtuvo valores de 40mm y 45mm de diametro en esta cepa bacteriana con la utilizacion

del aceite de orégano sin dilucion.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA'Y ANEXOS

6.1 CONCLUSIONES

Se demostré que € aceite esenciad de orégano fue mas efectivo sobre
Saphylococcus aureus subsp aureus que sobre la cepa de Escherichia coli

Se determind que la concentracion de aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare), de mayor sensibilidad antimicrobianafue laconcentracion a 60% sobre
la cepa de Escherichia coli, mientras que para la cepa de Saphylococcus aureus
subsp aureus la meor respuesta a sensbilidad antimicrobiana fue la

concentracion a 90%.

Se determind que la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare) sobre la cepa Escherichia coli, presento turbidez a
30%, mientras que para Saphyl ococcus aur eus subsp. aureus no presento turbidez
en ningln de sus concentraciones, en cuanto a la Concentracion Minima
Bactericida para E. coli a 30% presentd formacion de colonias, y para
Saphylococcus aureus subsp. aureus, no existié desarrollo bacteriano.

Se determinG la sensibilidad bacteriana mediante medicion de halos; donde €
aceite esencial de orégano formo a 90% halos de inhibicion de 25mm sobre la
cepa de Staphylococcus  subsp aureus mientras que en Escherichia coli 1o hizo

de 17,62 mm.al 60%, siendo las inhibiciones de mayor tamario in vitro.
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6.3 ANEXOS

Anexo 1. Concentraciones del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

Anexo 2. Activacion e incubacion de las cepas bacterianas Shapyl ococuss aureus
subsp aureus y Escherichia coli.
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Anexo 3. Impregnacion del aceite esencial de Orégano en discos Oxoid

Anexo 4. Distribucion de discos de sensibilidad con |as concentraciones de aceite de
orégano sobre la superficie de agar Muller Hinton.

Anexo 5. Medicion de halos de sensibilidad utilizando unaregleta

39



Anexo 6. Halos de sensibilidad de Staphylococcus aureus subsp. aureus a 30%, 60%
y 90% del aceite de orégano.

Anexo 7. Halos de sensibilidad de Escherichia coli a 30%, 60% y 90% del aceite de
Orégano.



Anexo 8. Didmetro de halos de inhibicion de Escherichia coli (mm) usando aceite
de orégano

Tratamientos I [ 11 vV \Y
30% 14.5 11.33 11.5 16.25 11.5
60% 21.6 17.25 16.5 17 15.75
90% 16.5 15.25 16.5 15.5 16.5

Anexo 9. Andlisisde varianza parala variable sensibilidad antimicrobiana en
Escherichia coli usando aceite de or égano

F. V. SC gl CM F p- val or
Model o. 962, 86 3 320, 95 119, 80 <0, 0001
TRATAM ENTCOS 962, 86 3 320, 95 119, 80 <0, 0001
Error 42, 86 16 2,68
Tot al 1005, 72 19

Anexo 10. Prueba de Tukey al 5% para lavariable sensibilidad antimicrobiana en
Escherichia coli usando aceite de or égano

TRATAM ENTOS Medi as n E. E

c2B1 17, 62 5 0,73 A

C3B1 16, 05 5 0,73 A

CilB1 13,01 5 0,73 B

CoB1 0, 00 5 0, 73 C

Medi as con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0, 05)

Anexo 11. Diametro de halos de inhibicién de Staphylococcus aureus subsp aureus
(mm) usando aceite de orégano

Tratamientos I [ 11 v \Y
30% 13.75 135 12.5 13.25 13.25
60% 16.75 17 15.75 15.5 16.75
90% 26.5 20.75 26 28 23.75

Anexo 12. Andlisisdevarianza para la variable sensibilidad antimicrobiana en
Staphylococcus aureus subsp aureus usando aceite de or égano

F. V. SC s] ™M F p- val or
Model o. 1612, 98 3 537, 66 248, 81 <0, 0001
TRATAM ENTCS 1612, 98 3 537, 66 248, 81 <0, 0001
Error 34, 58 16 2,16
Tot al 1647, 55 19
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Anexo 13. Prueba de Tukey al 5% para lavariable sensibilidad antimicrobiana en
Staphylococcus aureus subsp aureus usando aceite de or égano

TRATAM ENTOS Medi as n E. E

c3B2 25,00 5 0,66 A

c2B2 16, 35 5 0, 66 B

C1B2 13, 25 5 0, 66 C

coB2 0, 00 5 0, 66 D

Medi as con una letra comin no son significativanmente diferentes (p > 0, 05)
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CAPITULO VII

PROPUESTA

Aplicar aceite esencia de orégano (Origanumvulgare) al 30% en laelaboracion de dietas

paralechones.

7.1. DATOSINFORMATIVOS
Las ingtituciones involucradas en la presente propuesta sera la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Carrerade Medicina Veterinariay Zootecnia, los productores porcicolas

del cantén Cevallos.

7.2. ANTECEDENTESDE LA PROPUESTA

Los métodos para la obtencion de aceites esenciales son relativamente sencillos de
realizar ya que pueden ser obtenidos por, maceracion o arrastre de vapor, preservando las
propiedades de los aceites como €l de orégano que es un excel ente antimicrobiano.

En base alos resultados de |a presente investigacion, se obtuvo que € aceite de orégano
a partir del 30% inhibié e crecimiento de Escherichia coli y Saphylococcus aureus
subsp. aureus, las mismos que son responsables de la presencia de diarreas en lechones,
por lo tanto, puede ser utilizado como unaalternativaparael tratamiento de enfermedades

entéricas, y asi evitar el uso indiscriminado de antibioticos comerciales.

7.3. JUSTIFICACION

Laaplicacion del aceite de orégano a 30% en dietas paralechones tiene como fin proveer
alos productores porcicolas una aternativa, para asi evitar € uso de antibioticos para e
tratamiento de diarreas causadas por € género Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
mediante la elaboracion de dietas en base de una determinada cantidad de aceite a
concentracion del 30%, dando asi una buena alternativa a los productores de cerdos para

evitar el uso de antibi6ticos, meorando la produccion.

7.4. OBJETIVOS
Elaborar dietas balanceadas para lechones con € uso de aceite esencial de orégano a
30% para € tratamiento de diarreas provocadas por Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.
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7.5. ANALISISDE FACTIBILIDAD

Laobtencion del aceite de orégano selo realiza, mediante e método de arrastre de vapor.
El orégano se lo puede encontrar en cualquier casa comercial del pais factible a publico.
La caracteristica principal del aceite de orégano es su efecto antimicrobiano utilizado

como aditivo o suplemento en la alimentacion de animales en produccion

7.6. FUNDAMENTACION

Lapresenciade diarreas en lechones producidas por bacterias enteropatdgenos, provocan
perdidas en la produccion porcicola, debido a que los animales mueren por
deshidratacidn, aunque se utilicen antibidticos para e tratamiento de estas bacterias, con
la utilizacion exesiva de antibioticos se puede producir una resistencia de los animales,

produciendo una pérdida econémica.

Para ello se debe profundizar mas sobre la fitoterapia como aternativa al uso de
antibi6ticos mejorando la produccion y obteniendo animales de calidad para € consumo

humano.

7.7. METODOLOGIA, MODELO OPERATIVO
Promover € uso de aceites esenciales de plantas, de igual manera la elaboracion de
balanceados con aceites para e tratamiento de enfermedades entéricas producidas por

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

7.8. ADMINISTRACION

La Universidad Técnica 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

cerdos mediante investigaciones que complementen el uso de aceites en animales.

7.9. PREVISION DE LA EVALUACION

L os pequefios y medianos productores de cerdos mediante larealizacion de esta propuesta
podran mejorar la salud de sus animales mediante la utilizacion de aceites que formen
parte de una dieta balanceada, para obtener buenos resultados tanto en produccion como

en el aspecto econémico.



