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RESUMEN EJECUTIVO
El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana que tiene los aceites
esenciales de Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis), Laurel
(L. nobilis) sobre cepas certificadas de P. multocida ATCC® 12945 TM* y B.
bronchiseptica ATCC® 4617 TM*. Para la estimacion de las concentraciones
minimas inhibitorias (CIMs) se utiliz6 el método de microdilucién en placa, mientras
que para la estimacion de las concentraciones minimas bactericidas (CMBs) se utilizo
la técnica de siembra en placa. La CMI de los aceites esenciales evaluados fueron las
siguientes Laurel (L. nobilis) 0.8%, Canela (C. verum) 3.8%, Tomillo (T. vulgaris)
2.4% y Romero (R. officinalis) 10.5% sobre la cepa bacteriana P. multocida ATCC®
12945 TM* y de Laurel (L. nobilis) 1.8%, Canela (C. verum) 6.7%, Tomillo (T.
vulgaris) 10.1% y Romero (R. officinalis) 3.5% sobre B. bronchiseptica ATCC® 4617
TM*. Las CMBs de los aceites esenciales evaluados fueron: Laurel (L. nobilis) 2.1%,
Canela (C. verum) 7%, Tomillo (T. vulgaris) 10.3% y Romero (R. officinalis) 7% para
la cepa bacteriana B. bronchiseptica ATCC® 4617 TM* y de Laurel (L. nobilis) 1%,
Canela (C. verum) 4.3%, Tomillo (T. vulgaris) 2.7% y Romero (R. officinalis) 11.1%
sobre la cepa bacteriana P. multocida ATCC® 12945 TM* respectivamente. El
porcentaje de inhibicidn de los aceites esenciales evaluados en comparacion a
gentamicina (160 mg/mL) se encontrd entre el 33.78% al 40.84% en el caso de P.

multocida y del 5.98% al 22.35% en el caso de B. bronchiseptica.

Palabras claves:

P. multocida, B. bronchiseptica, Concentracion Minima Inhibitoria Concentracién

Minima Bactericida, Sensibilidad Antimicrobiana. Microplaca de 96 pocillos.



ABSTRACT (SUMMARY)

The aim of this study was the evaluation of the antimicrobial activity of Thyme (T.
vulgaris), Cinnamon (C. verum), Rosemary (R. officinalis), Laurel (L. nobilis)
essential oils on certified strains of Pasteurella multocida ATCC® 12945 TM * and
Bordetella bronchiseptica ATCC® 4617 TM *. The minimum inhibitory
concentrations (MICs) were estimated by microdilution method; and the plate plating
(Mueller Hinton agar) was applied for the estimation of the minimum bactericidal
concentrations (MBCs). The MICs of the evaluated essential oils, at the experimental
conditions were: P. multocida ATCC® 12945 TM * (L. nobilis 0.8%, C. verum 3.8%,
T. vulgaris 2.4% and R. officinalis 10.5%); for B. bronchiseptica ATCC® 4617 TM *.
(L. nobilis 1.8%, C. verum 6.7%, T. vulgaris 10.1% and R. officinalis 3.5%). The
MBCs of the evaluated essential oils were: L. nobilis 2.1%, C. verum 7%, T. vulgaris
10.3% and R. officinalis 7% for B. bronchiseptica ATCC® 4617 TM *; for P.
multocida ATCC® 12945 TM * were L. nobilis 1%, C. verum 4.3%, T. vulgaris 2.7%
and R. officinalis 11.1%. The inhibition percentages of the evaluated essential oils
(compared to gentamicin 160 mg / mL) was found between 33.78% - 40.84% in the

case of P. multocida and between 5.98%- 22.35% for B. bronchiseptica.

Key words:

P. multocida, B. bronchiseptica, Minimum Inhibitory Concentration Minimum

Bactericidal Concentration, Antimicrobial Sensitivity, 96-well microplate.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia antimicrobiana in
vitro del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) sobre Staphylococcus aureus. Se
evaluaron concentraciones al 1, 5, 10, 30, 50, 70y 90% en dilucion en etanol al 96.8%.
Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria mediante el método de
microdilucion en caldo. El in6culo bacteriano se estandariz6 al 0.5 de la escala de
MacFarland en espectofotémetro, teniendo como resultado que el tubo al 1% de aceite
de tomillo no presentd turbidez. Este, al ser sembrado en agar Mueller-Hinton
determind la Concentracion Bactericida Minima donde no se observo crecimiento de
colonias. Los resultados indican que los tratamientos al 5 y 10% no son
significativamente diferentes (p<0.05) con valores de halos de inhibicion de 15.35 mm
y 15.9 mm, respectivamente, en comparacion al 1% que presentd 12.2 mm de halo de

inhibicion (Montero, Mira, Avilés, Pazmifio, Erazo, 2018).

El efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)
sobre cepas de Salmonella choleraesuis y Salmonella typhimurium fue investigado. El
aceite de canela se obtuvo a través del método de destilacion por arrastre de vapor y
sometido a decantacion, almacenandolo en refrigeracion a 4 °C. Se aplicé un disefio
completamente al azar con cinco tratamientos (10, 30, 50, 70 90% de aceite de canela)
y cinco repeticiones. La Concentracion Minima Inhibitoria determinada del extracto
se verifico al 50, 70 y 90% del aceite. En agar Mueller-Hinton se observo cero
crecimientos de colonias con respecto a la Concentracion Bactericida Minima. La cepa
Salmonella typhimurium presentd mayor sensibilidad al aceite de canela que la cepa
Salmonella choleraesuis, en referencia al didmetro de los halos de sensibilidad

(Montero, Revelo, Avilés, Valle, Guevara, 2017).

El objetivo del trabajo de investigacion fue evaluar in vitro la eficacia antimicrobiana
del extracto de aceite crudo de romero (Rosmarinus officinalis) en Escherichia coli.
Las concentraciones se evaluaron al 20%, 40%, 60 y 80% en dilucién en etanol al
96,8%. La MIC se determind mediante el método de microdilucion en caldo, el indculo

bacteriano de la cepa ATCC 25922 se activé en el agar diferencial para Enterobacterias



MacConkey y se estandarizd a 0,5 de la escala MacFarland en espectrofotometro,
teniendo como resultado que el tubo al 60% Yy El extracto de aceite de romero al 80%
no presentd turbidez, que cuando se planté en agar Mueller-Hinton determiné el MBC
en el que no se observé crecimiento de colonias. La medicion de los anillos de
inhibiciéon formados a partir de los discos OXOID impregnados con las
concentraciones del extracto de aceite de romero mas el 70% de disolvente de etanol
se realiz6 y se concluyé que el 60% Yy el 80% de extracto de aceite tenian el mayor
efecto antibacteriano al formar halos. de 9,10 mm y 10,90 mm respectivamente

(Montero, Martinez, Avilés, Valle, Pazmifio, 2017).

Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica son dos bacterias de considerable
importancia en el campo de Medicina Veterinaria. Se acepta ampliamente que los
serotipos y patotipos especificos de las cepas de P. multocida son responsables de la
mayoria de los sindromes de enfermedades respiratorias en cerdos que estan asociados
con neumonia, rinitis atréfica y / o infeccion por Mycoplasma (Davies et al. 2019). B.
bronchiseptica es el agente causal de diversos problemas respiratorios en diferentes
especies animales; como agente primario de enfermedad, ocasiona rinitis atrofica del
cerdo, tos de las perreras o traqueobronquitis del perro, bronconeumonia en perros,
neumonia en conejos, descarga nasal con tos y estornudos en gatos. La infeccion en
humanos puede ocurrir después del contacto con animales enfermos o infectados
(Basurto et al. 2005). Ambas bacterias representan importantes agentes zoonoticos,
responsables de ciertas infecciones en humanos relacionadas con animales portadores
(Register and Brockmeier 2019, Kadlec and Schwarz 2018).

En la actualidad existen diferentes tipos de terapias antimicrobianas en el campo de la
veterinaria con el objetivo de buscar un tratamiento mas efectivo sobre la enfermedad
de la pasteurelosis; sin embargo, exsite un incremento notable sobre la resistencia
antimicrobiana sin el control adecuado sobre el uso de mencionados farmacos,
especialmente Tetraciclina y sulfonamidas que se utilizan cominmente en la industria
porcina. Debido al uso generalizado de tetraciclina, en gran parte de las especies
bacterianas que causan enfermedades en animales, estos han desarrollado resistencia
a la tetraciclina. (Michael et al. 2018). Para comprobar la resistencia antimicrobiana al
uso de dichos antibiéticos se probd utilizando tiras reactivas de concentracion

inhibitoria minima (MIC) (Liofilchem, Roseto, Italia). Susceptibilidad a 18 agentes



antimicrobianos (penicilina, ampicilina, cefalotina, estreptomicina, gentamicina,
espectinomicina, tetraciclina, doxiciclina, eritromicina, clindamicina, florfenicol,
cloranfenicol, sulfametoxazol, trimetoprim-sulfametoxazol, enrofloxacina,

ciprofloxacina, acido nalidixico y colistina) (Ujvari et al. 2018).

En humanos y animales, la terapia antimicrobiana representa la herramienta mas
efectiva para el tratamiento de la pasteurelosis y bordetelosis; sin embargo, el uso y
sobreuso de antibidticos, especialmente en el sector agropecuario, ha provocado una
escalada en los patrones de resistencia a antibidticos alrededor del mundo,
representando en la actualidad un problema grave de salud publica (Reardon 2014,
WHO 2016). A nivel general, el primer tratamiento elegido para el tratamiento clinico
de infecciones relacionadas con B. bronchiseptica es el uso de tetraciclinas; sin
embargo, se observa un considerable incremento en las tasas de resistencia en
diferentes paises (Kadlec and Schwarz 2018). Considerando el presente escenario
mundial sobre resistencia antimicrobiana, es imperativo encontrar alternativas que
reduzcan el uso de antibidticos en el sector agropecuario que permitan detener la

evolucién descontrolada en los fenotipos y genotipos de resistencia en bacterias.

Ciertos extractos de plantas y aceites esenciales han sido utilizados ancestralmente
para el tratamiento de diferentes enfermedades. En los Gltimos afios, se ha demostrado
por medio de estudios in vitro la actividad biolégica de los mismos frente a una gran
diversidad de microorganismos (Hammer et al. 1999). De manera particular, el
aprovechamiento de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es
fundamental para las aplicaciones industriales que se le ha dado, como por ejemplo
para la preservacion de alimentos, productos farmacéuticos, terapias alternativas y
medicinales (Bakkali et al. 2008). Aceites esenciales como el de tomillo, canela,
romero y laurel han demostrado poseer una considerable actividad antimicrobiana
frente a diversos patdégenos en estudios in vitro (Sakkas and Papadopoulou 2016,
Bagamboula et al. 2004, Schelz et al. 2006, Lopez et al. 1992, Rios and Recio 2005,
Hammer et al. 1999, Montero et al. 2017).

El aceite esencial de tomillo, que en su composicién incluye a carvacol, borneol,
geraniol y timol, este aceite esencial ha sido reconocido por su gran actividad
antimicrobiana, atribuida fundamentalmente al timol y al carvacrol. Adicionalmente,

este aceite esencial ha demostrado actividad antifungica en estudios in vitro. (Soto et
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al. 2006). El aceite esencial de tomillo también tiene en su composicién una variedad
de flavonoides, que incluyen apigenina, naringenina, luteolina y timonina. Estos
flavonoides tienen la capacidad antioxidante del tomillo (Kassem et al. 2011).
También se sabe que los componentes de aceite volatil del tomillo tienen actividad
antimicrobiana contra diferentes tipos de bacterias y hongos (Dorman and Deans
2000). Otros aceites esenciales obtenidos de condimentos y plantas de condimento,
como la albahaca, la canela, el orégano, el romero, la salvia y el tomillo han sido objeto
de estudio, porque ademas de sus propiedades organolépticas, estos compuestos
poseen propiedades bioldgicas (Hammer et al. 1999, Sakkas and Papadopoulou 2016).
Dado que los principales constituyentes de estos aceites esenciales son hidrocarburos
terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles, ésteres y acidos organicos, en
diferentes concentraciones y con un componente farmacoldgicamente activo
importante, poseen gran actividad que inhiben la accion de patdgenos transmitidos por
los alimentos (Bagamboula et al. 2004). Entre estas sustancias, los compuestos
fendlicos son los principales responsables de las propiedades antimicrobianas de los

aceites esenciales.

La actividad antibacteriana y antifingica se determiné mediante el método de difusion
en agar. Los discos de papel de filtro de 6 mm de diametro (Blank estéril, Difco) se
impregnaron con 10 pL de los aceites esenciales en diversas diluciones que fueron
utilizados en esta parte experimental. Las diferentes cepas bacterianas que fueron
utilizadas se mantuvieron en tubos de Trypticase Soy Agar (Difco) y los hongos en
tubos de Sabouraud - Chloramphenicol Gel (Pasteur). Después de un periodo de
incubacion de 24 ha 35 °C (bacterias) y 28 - 30 °C (hongos), se inocularon 4 0 5
colonias en 4 ml de Caldo de soja (bacterias) Bacto Trypticase o Caldo de Dextrosa
Bacto Sabouraud (hongos), los mismos que se incubaron durante 2 horas a 35 °C y 30
°C respectivamente. Estos indculos se ajustaron al estandar de 0,5 de la escala de
MacFarland. Estas diluciones se prepararon con agua destilada estéril a partir de las
primeras mezclas de aceites esenciales / Tween 20. Las diluciones analizadas fueron
112,1/ 4,1/ 8,1/ 16. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y el control
empleado consistio en discos de cloranfenicol (30 pg) en el antibacteriano y nistatina
(100 unidades) en los ensayos antifungicos. Las placas de Petri se refrigeraron (4 °C)
durante 30 minutos para facilitar la difusion del aceite esencial en el medio antes de la

incubacion. Posteriormente, se incubaron a 37 °C durante 24 h en el caso de las
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bacterias, mientras que los hongos se cultivaron a 30 °C a 24 y 48 h. Después de la
incubacion, los anillos de inhibicién del crecimiento se cuantificaron midiendo el
didmetro de la zona de inhibicion en mm (incluido el didmetro del disco), desde la
superficie inferior de la placa de Petri. Con respecto al aceite esencial de C. canariensis
var. cunariensis, en los ensayos antibacterianos, destaca la potente inhibicién
presentada contra Klebsiella pneumoniae y Bordetella bronchiseptica, con valores
superiores a los del cloranfencol. Bordetella bronchiseptica incluso tenia que medirse

a las 48 h, ya que a las 24 h habia una falta total de crecimiento (Lopez et al. 1992).

El aceite esencial de T. vulgaris y su principal compuesto timol mostraron actividades
bacteriostéticas y bactericidas contra cepas de E. coli in vitro. No obstante, la actividad
del aceite esencial fue superior al compuesto solo (Santurio et al. 2014). En realidad,
el interés comercial y académico en el aceite de romero (R. officinalis L.) radica en su
capacidad antioxidante y liposoluble, uso cosmetico y farmacéutico y potencial de la

industria alimentaria (Peng et al. 2005).

La técnica de destilacion por arrastre de vapor se emplea con mucha frecuencia para
la separacion de los aceites esenciales de los tejidos vegetales. Para esta técnica de
obtencion de los aceites esenciales se utiliza vapor saturado, ya sea en una caldera o
un matraz. Se coloca el agua destilada en el matraz no. 1: se genera vapor. En el matraz
no. 2 se coloca el té limon cortado en trozos pequefios. Al tapar este matraz, sé cuida
que la conexién de vidrio no se obstruya. Se calienta con el mechero el matraz no. 1
hasta ebullicion y se genera vapor que pasara al matraz no. 2, extrayéndose de esta
manera el aceite esencial; inmediatamente arrastrado por el vapor. Se suspende el
calentamiento cuando el volumen del destilado es de 100 o0 150 mL aproximadamente.
De este destilado se extrae totalmente el aceite esencial, colocando en el embudo de
separacion el destilado y separando la mayor parte de la fraccion acuosa. Al aceite
sobrenadante. La fase acuosa se desecha y el extracto organico se colecta en un matraz

Erlenmeyer o un vaso de precipitados (Dominguez and Dominguez 1990).

En la presente investigacion, evaluaremos in vitro la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de canela, romero, tomillo y laurel comercializados en el pais, frente

a cepas certificadas de P. multocida y B. bronchiseptica.



3.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales como Tomillo (T.
vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis), Laurel (L. nobilis) sobre

cepas certificadas de P. multocida y B. bronchiseptica.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los aceites
esenciales como Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R.
officinalis), Laurel (L. nobilis) sobre cepas certificadas de P. multocida y B.
bronchiseptica.

e Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los aceites
esenciales como Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R.
officinalis), Laurel (L. nobilis) sobre cepas certificadas de P. multocida y B.
bronchiseptica.

e Determinar la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales como Tomillo
(T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis), Laurel (L. nobilis)

sobre cepas certificadas P. multocida y B. bronchiseptica.



CAPITULO Il

METODOLOGIA

Ubicacion del Experimento

Localizacion del Area de Estudio

El proyecto se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato ubicada en el sector de
Querochaca, perteneciente al Cantdon Cevallos, provincia de Tungurahua a una
distancia de 19 km al del Canton Ambato, con una altitud de 2 865 msnm, cuyas
coordenadas geograficas son: 01°22°0,2"" de latitud Sur y 78° 36" 22" de longitud

Oeste (sistema de posicionamiento global, GPS).

Caracteristicas del Lugar

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Tecnica de Ambato ubicada en el sector de Querochaca, provincia de
Tungurahua. Los laboratorios utilizados cuentan con condiciones de un ambiente
controlado, conservandose a una temperatura promedio de 20°C y una humedad del
48%.



2.1 MATERIALES

Material Vegetal

Aceite esencial de Tomillo (T. vulgaris)
Aceite esencial de Canela (C. verum)
Aceite esencial de Romero (R. officinalis)

Aceite esencial de Laurel (L. nobilis)

Material biolégico

P. multocida ATCC® 12945 ™"
B. bronchiseptica ATCC® 4617 ™"

Reactivos de Laboratorio

Infusion Cerebro - Corazon

Agar Sal Manitol

Agar MacConkey

Agar Miller Hinton

Tween 80

Escala de McFarland tubo numero 5
Agua destilada

Glicerina

Agua peptonada

Equipos de Laboratorio

Autoclave M11 Ultra Clave (MIDMARK)

Balanza analitica Cap. 150 g (19)
Incubador Bacteriolégico (redLINE)
Mechero Bunsen

Nevera (4° C) (Electrolux)

Cabina de Flujo Laminar Bioseguridad 2 (Thermo Scientific)

Instrumentos de Laboratorio

Micropipeta de 0 — 10 uL (BOECO Germany)
Micropipeta de 20 — 200 uL (BOECO Germany)
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e Micropipeta de 100 — 1000 uL (BOECO Germany) 1

e Puntas con filtro 10 — 100 uL (AXYGEN) 1000

e Puntas con filtro 20 — 200 pL (AXYGEN) 1000

e Puntas con filtro 100 — 1000 uL (AXYGEN) 1000

e Microplacas de 96 pozos (COSTAR) 100

e Agitador magnético 1

e Pipetas de 10 mly 25 ml 1

e Matraz Erlenmeyer 1

e Tubos eppendorf 100

e Vasos de precipitacion 1

e Soporte universal 1

e Pinzas 1

e Tubos de ensayo 1

e Espatula 1

e Asade siembra 1

e \ortex 1

e Gradilla 1

e Cajas Petri 150
Insumos

e Mandil 1

e Cofia caja X 100 unidades

e Guantes caja X 100 unidades

e Cepillo de lavar equipos de vidrio 1

e (asas 1 paquete

e Algodon 1 bolsa x 500 g

e Papel aluminio 1

e Papel de empaque 10 pliegos

e Fosforos 10 cajas

e Aplicadores de algoddn estériles 10 bolsas

e Lapiz graso 1

e Marcadores 1



Materiales de Escritorio

2.2.2

Computadora 1
Camara Fotogréfica 1
Hojas de papel Bond A4 1 paquete
Impresora 1
Esferos 3

Factores de Estudio

Se emplearon las concentraciones de diferentes tipos de aceites esenciales
como son el Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis),
Laurel (L. nobilis).

Cepas bacterianas certificadas: P. multocida ATCC® 12945 ™" y B,
bronchiseptica ATCC® 4617 ™",

2.2.3 Tratamientos

En la presente investigacion, existen 2 tratamientos por cada una de las

concentraciones de cada aceite esencial de Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum),
Romero (R. officinalis), Laurel (L. nobilis) sobre cepas de P. multocida ATCC® 12945

™*y B. bronchiseptica ATCC® 4617 ™" con 3 repeticiones por cada concentracion

a ser utilizada.
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Tablal Descripcion de los aceites esenciales a ser utilizados con cada una de las cepas
bacterianas

Descripcion Bacterias Tratamientos
Aceites Esenciales Cepas Bacterias

Tomillo (T. vulgaris) P. multocida

B. bronchiseptica 2
Canela (C. verum) P. multocida
B. bronchiseptica 2

Romero (R. officinalis)  P. multocida

B. bronchiseptica 2
Laurel (L. nobilis) P. multocida

B. bronchiseptica 2
Total 8

2.2.4 Disefio Experimental
La investigacion se llevara a cabo en dos fases: En la primera se determinara la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida

(CMB) mediante el conteo de crecimiento de colonias bacterianas presentes en placa.

La segunda fase se compone de un disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial 4 x 2 y un testigo (Tween 80) con una concentracion del 5% (Cho et
al. 2008) para determinar la eficacia antimicrobiana de los Aceites Esenciales como:
Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis), Laurel (L. nobilis)

sobre cepas de P. multocida y B. bronchiseptica.
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2.2.5 Hipotesis
Los aceites esenciales de plantas como el Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum),
Romero (R. officinalis) y Laurel (L. nobilis) poseen actividad antimicrobiana sobre

cepas de P. multocida y B. bronchiseptica.

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Aislamiento y criopreservacion de las muestras bacterianas P. multocida y B.
bronchiseptica.

Las cepas certificadas P. multocida ATCC® 12945 ™"y B. bronchiseptica ATCC®
4617 ™" se las adquirié por medio del laboratorio MEDIBAC. Para su aislamiento y
posterior criopreservacion se realizo la técnica de las dos cepas bacterianas por
separadas (Millezi et al. 2012). Primero tomamos la cepa bacteriana de P. multocida y
abrimos el vial de acuerdo con las instrucciones adjuntas que tenemos en el paquete,
tomamos el vial por la parte superior y observamos que en su interior esta un hisopo
en donde se encuentra un pellet con fluido de hidratacion, transferimos asépticamente
esta alicuota presionando con los dedos para que asi el contenido se libere y llegue a
la parte inferior del hisopo y posteriormente este se active, mezclamos bien y
utilizamos esta suspension para inocular respectivamente en Infusion Cerebro —
Corazén a través de la técnica de estriacion por el método escocés. Como ultimo
procedimiento, se incubaron las cepas a 37°C por 24 horas colocando el agar de una

forma invertida, con su respectiva rotulacion.

Para el procedimiento de aislamiento y criopreservacion de la cepa bacteriana B.
bronchiseptica ATCC® 4617 ™" realizamos el mismo procedimiento que se utilizd
en la cepa bacteriana de P. multocida ATCC® 12945 ™" mencionada anteriormente.
Para su inoculacion, se utiliz6 agar nutritivo con una técnica de estriacion por el
método escocés y de igual manera incubamos a 37 °C por 24 horas colocando el agar

de forma invertida con su respetiva rotulacion.

Las colonias presentes en el Agar Infusion Cerebro — Corazén para P. multocida y
Agar nutritivo para B. bronchiseptica respectivamente son tomadas con un asa de
siembra y llevadas a un tubo de ensayo que debe estar con 5 ml de Agua peptonada

previamente preparado. La cantidad de tubos de agua peptonada son preparados de
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acuerdo a la cantidad que se requiera criopreservar la bacteria. Una vez realizado este

procedimiento, se incuba a 37°C durante 24 horas con un tubo de agua peptonada

utilizado como control negativo sin indculo. Como ultimo paso los tubos con agua

peptonada inoculados la colonia deben presentar turbidez y para su posterior

criopreservacion colocamos 700 pL del inéculo y 300 uL de glicerina en tubos

eppendorf estériles, llevamos al vortex hasta que quede homogenizada la solucién,

rotulamos todos los tubos y posterior ser llevados a congelacion (-20 °C). (Yumi et al.

2016)

Activacion de la bacteria

1.

Se esteriliz6 tubos de ensayo en los cuales se coloco las soluciones a ser
utilizadas.

Se afadio la cantidad de 5 ml de agua peptonada y 1 ml de la bacteria
criopreservada con un tubo de agua peptonada sin inocular como control.

Se dejo en la incubadora a 37 °C por un tiempo apropiado hasta que se presente
turbidez estandarizada al 0,5 de la escala de McFarland, establecido de 1,5
%108 de unidades formadoras de colonias. En este caso para la bacteria P.

multocida fue de 2 horas y para la bacteria B. bronchiseptica fue de 1 hora.

Preparacion de Diluciones

Preparacion de diluciones de los aceites esenciales

1.

2.

Las diluciones se las hicieron en tubos eppendorf previamente esterilizados. Se
realizé los calculos del aceite esencial a ser utilizado, la cantidad de agua
peptonada como solucién madre y el Tween 80.

Se mezcld estas tres soluciones utilizando un vortex a una velocidad de 30 rpm

por 5 minutos para una buena homogenizacion.

Preparacion de la microplaca de 96 pocillos

1.

Una vez que transcurrio el tiempo adecuado se observo que habia turbidez en
las soluciones a ser utilizadas, se procedio a llevar en conjunto con la dilucion
del aceite esencial a dispensar en la microplaca, a una concentracion bacteriana

de turbidez equivalente a la escala 0.5 de McFarland.
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2.

Se dispensaron las diluciones que estaban preparadas, se las llevo a la Camara
de Flujo Laminar y con la ayuda de una micropipeta y con puntas previamente
estériles las coloco en la microplaca de 96 pocillos.

Se dispens6 en cada micropocillo la cantidad de 100 pL de la dilucion del aceite
esencial y 100 pL de la bacteria activada. Teniendo en cuenta que no se debe
colocar en las columnas laterales para evitar su evaporacién como también en
la altima fila para su respectivo control.

Una vez que se termind este procedimiento y se coloco la pelicula adhesiva de
poliéster transparente sobre la microplaca, se rotul6 y se la llevo a la incubadora
en la cual permaneci6 una temperatura de 37 °C por 24 horas (Santurio et al.
2014).

Medios de Aislamiento

Agar Mueller — Hinton

1.
2.

Se suspendio la cantidad de 38 g del agar en 1 litro de agua destilada

Se colocd un agitador magnético para ayudar que el agar se disuelva con una
mayor rapidez en el agua destilada.

Se lo llevo a la autoclave para su esterilizacion a 121°C durante 15 minutos; y
se enfrio a temperatura ambiente por 45 minutos.

En la cabina de flujo laminar, se procedio a dispensar el agar una vez enfriado.
Las cajas Petri se debieron encontrar en este lugar y previamente autoclavadas.
Se dispensaron 35 ml por cada caja Petri y se los dejo secar por un lapso de
tiempo de 10 minutos antes de taparlas colocandolas con la tapa hacia abajo
(Panreac Quimica 2003).

Siembra del In6culo en Agar Mueller — Hinton

1.

El area de trabajo se limpi6 con alcohol antiséptico y encendemos el mechero
Bunsen para tener el area previamente esterilizada.

Se rotul6 las cajas Petri en 4 cuadrantes y se escribié la concentracion de cada
aceite esencial para su posterior siembra.

Se sacé la microplaca de la incubadora y con un asa de siembra se empap6 en
cada pocillo y se realizé la siembra por el método de estriacion.

Se llevé las cajas Petri a la incubadora a 37 °C por 24 horas.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

1.

Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria de una forma cualitativa en
la cual se llevé a cabo con concentraciones desde el 0% Yy con posteriores
diluciones hasta que se determine la MIC (intervalos desde 0% hasta 21%).

Se observo la presencia o ausencia de turbidez después del procedimiento de
incubacion. Adicionalmente, se sembré de los pocillos por medio de estrias en
cajas de agar Mueller Hinton divididas en cuadrantes. Se valor6 el cuadrante

en el cual se observa la ausencia de colonias bacterianas (Requena et al. 2009).

Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

1.

2.

Se determiné como la Concentracion Minima Bactericida (CMB) a la cantidad
de una solucion para eliminar el 99. 9% de las colonias bacterianas. Para lo
cual de igual manera se utilizo el método cualitativo.

Se observo en cada uno de los cuadrantes sembrado en Agar Mueller — Hinton

la ausencia total de colonias bacterianas (Caballero and Villacorta 2016).

Colocacion de discos y Medicién de los halos de Inhibicién

1.

Impregnamos los discos en blanco (Oxoid) con las diferentes concentraciones
de los aceites esenciales

Se colocé los discos impregnados en la superficie del Agar Mueller — Hinton
inoculados con biomasa a concentracion 0.5 McFarland, utilizando pinzas
anatomicas esteriles.

Se aplicé una ligera presion de los discos sobre la superficie del agar, como
regla general la distancia que debe tener es de 30 mm entre discos y una
distancia de 15 mm con los bordes de la placa con el fin de no tapar los

didmetros de los halos de inhibicién (Doern et al. 1995).
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de los resultados
Tabla 2 Microplaca para la evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (Rangos ampliados) de Laurel (L. nobilis), Canela (C.
verum), Tomillo (T. vulgaris) y Romero (R. officinalis) sobre la cepa bacteriana P. multocida y B. bronchiseptica

- Aceite L Concentracion Minima Inhibitoria
Bacteria . Repeticion

esencial 026 [0.126| 0.326|0.5%26| 1206 3206 5206 720 9206 | 1226 | 1526 | 18%06| 21%06

1 + + + + - - - - - - - - -

Laurel 2 + + + + - - - - - - - - -

3 + + + + - - - - - - - - -

1 + + + + + + - - - - - - -

Canela 2 + + + + + + - - - - - - -

P. multocida 3 + + + + + + — — — — — - —

1 + + + + + - - - - - - - -

Tomillo 2 + + + + + - - - - - - - -

3 + + + + + - - - - - - - -

1 + + + + + + + + + + - - -

Romero 2 + + + + + + + + + + - - -

3 + + + + + + + + + + - - -

1 + + + + + - - - - - - - -

Laurel 2 + + + + + - - - - - - - -

3 + + + + + - - - - - - - -

1 + + + + + + + - - - - - -

Canela 2 —+ + + + —+ + + - - - - - -

B. 3 + + + + + + + - - - - - -

bronchiseptica 1 + + + + + + + + + - - - -

Tomillo 2 + + + + + + + + + - - - -

3 + + + + + + + + + - - - -

1 + + + + + + - - - - - - -

Romero 2 + + + + + + - - - - - - -

3 + + + + + + - - - - - - -

Los resultados presentes en la tabla indican la actividad antimicrobiana de los Aceites esenciales sobre cada una de las cepas bacterianas, porcentajes de la
Concentracién Minima Inhibitoria (+) presencia y la Concentracion Minima Bactericida (-) ausencia.

Fuente: (Autor, 2019)
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La Tabla 2 resume los resultados observados en las macrodiluciones realizadas en un
rango entre 0% al 21% para cada aceite esencial. Los resultados para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria en un rango elevado fueron los siguientes: Laurel
(L. nobilis) >0.5%, Canela (C. verum) >3%, Tomillo (T. vulgaris) >1% y Romero (R.
officinalis) >12% sobre la cepa bacteriana P. multocida ATCC® 12945 ™"
respectivamente. En cambio, para B. bronchiseptica ATCC® 4617 ™" se obtuvieron
los siguientes resultados: Laurel (L. nobilis) >1%, Canela (C. verum) >5%, Tomillo
(T. vulgaris) >9% y Romero (R. officinalis) >3%. Los mismos resultados son similares
con los obtenidos por Bagamboula et al. (2004) que al probar el potencial efecto que
tiene el aceite esencial de tomillo y sus compuestos como es el timol y el carvacrol al

0.5 % yal 1% observé resultados efectivos contra la descontaminacion de alimentos.

A continuacion, con la finalidad de estimar de manera exacta las CMI y las CMB, se
repitieron los ensayos en los rangos de las macrodiluciones observadas en la Tabla 2,
en donde se observo la inhibicion preliminar. Los ensayos se ejecutaron en

microplacas por triplicado.

Tabla 3 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Laurel (L. nobilis)

Aceite esencial Laurel (L. nobilis) +

Bacteria Agua peptonada + Tween 80

1% 1.1% 1.3% 1.5% 1.8% 2.1% 2.4% 2.7% 3%

+ + + + - - - - -

CMI + + + +/- - - - - -

B. . . + + + +/- - - - - -
bronchiseptica

+ + + + + - - - -

CMB + + + + - - - - -

+ + + + + - - - -

CMI: Concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentracion minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI
presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)
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Tabla 3 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Romero (R. officinalis)

Bacteria

B. bronchiseptica

CMI: Concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentraciéon minima bactericida;

Concentracién Minima Inhibitoria

Aceite esencial Romero (R. officinalis) + Agua peptonada +

CMI

CMB

Tween 80
3% 3.1% 3.3% 3.5% 3.8% 4.1% 4.3% 4.7%
+ + + - - - - -
+ + + - - - - -
+ + + + - - - -
+ + + +/- - - - -
+ + + + - - - -

5%

(+) crecimiento bacteriano, para CMI

presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)

Tabla 4 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Canela (C. verum)

Bacteria

B.
bronchiseptica

Aceite esencial Canela (C. verum) + Agua peptonada +

5%
+
CMI +
+
+
CMB +
+

Tween 80

51% 5.3% 55% 58% 6.1% 6.3% 6.7% 7%
+ + + + + + -

+ + -
+ + + + + + -
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + -

CMI: Concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentracién minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI

presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)
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Tabla 5 Actividad antimicrobiana del Aceite esencial de Tomillo (T. vulgaris)

Aceite esencial Tomillo (T. vulgaris) + Agua peptonada + Tween 80

9% 9.1% 93% 95% 9.8% 10.1% 10.3% 10.5% 10.8% 11.0%

+ + + + - - - - -

CMI + + + + + - - - - -

B. L + + + + + - - - - -
bronchiseptica

+ + + + + - - - - -

Cé\/l + + + + + + - - - -

+ + + + + +/- - - - -

CMI: Concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentracién minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI
presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)

Tabla 6 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Laurel (L. nobilis) sobre la

cepa bacteriana de P. multocida

Aceite esencial Laurel (L. nobilis) + Agua peptonada +

Tween 80
0.5% 0.6% 0.7% 0.8% 0.9% 1%

+ + + +/- - -

P. multocida cMi N N N N _ )
+ + + + - -

+ + + + + -

CMB + + + + +/- -

+ + + + +/- -

CMI: Concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentracion minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI
presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)
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Tabla 7 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Canela (C. verum) sobre la

cepa bacteriana P. multocida.

Cepa . Aceite esencial Canela (C. verum) + Agua peptonada + Tween 80
Bacteriana

3% 3.1% 3.3% 35% 3.8% 4.1% 4.3% 4.7% 5%

+ + + +/- - - - - -

P. CMI + + + + - - - - -

multocida + + + +/- - - - - -

+ + + + + + - - -

CMB + + + + + +/- - - -

+ + + + + +/- - - -

CMI: Concentracion minima inhibitoria; CMB: Concentracién minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI
presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)

Tabla 8 Actividad Antimicrobiana del Aceite esencial de Romero (R. officinalis) sobre

la cepa bacteriana P. multocida.

g’:g; riana Aceite esencial Romero (R. officinalis) + Agua peptonada + Tween 80
9% 9.1% 9.3% 95% 9.8% 10.1% 10.3% 105% 10.8% 11.1% 11.4% 12%
+ + + + + + + - - - - -
CMI + + + + + + +/- - - - - -
+ + + + + + + - - - - -
P. + + + + + + + + - - - -
multocida | cvMB  + o+ o+ o+ + + + - - - -
+ + + + + + + + +/- - - -

CMI: Concentracién minima inhibitoria; CMB: Concentracion minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI
presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)
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Tabla 9 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Tomillo (T. vulgaris) sobre la

cepa bacteriana P. multocida.

Cepa Aceite esencial Tomillo (T. vulgaris) + Agua peptonada + Tween
Bacteriana 80

1% 1.1% 13% 15% 1.8% 2.1% 2.4% 2.7% 3%

+ + + + + + - - -

CMI + + + + + + - - -

P. + + + + + + - - -

multocida + + + + + + +/- - -

CmMB + + + + + + - - -

+ + + + + + - - -

CMI: Concentracion minima inhibitoria; CMB: Concentracién minima bactericida; (+) crecimiento bacteriano, para CMI
presencia de turbidez, para CMB presencia de colonias en agar MH; (-) ausencia de crecimiento; para CMI ausencia de turbidez,

para CMB ausencia de colonias en agar MH.

Fuente: (Autor, 2019)

La Tabla 11 resume las concentraciones minimas bactericidas e inhibitorias obtenidas

en este ensayo.

Tabla 11. Concentracion Minima inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) de los aceites esenciales de Laurel, Romero, Canela y Tomillo

frente a B. bronchiseptica y P. multocida.

Bacteria Aceite esencial CMI (%) CMB (%)

B. bronchiseptica | Laurel >1.8 >2.1
Romero >3.5 >3.8
Canela >6.7 >7
Tomillo >10.1 >10.3

P. multocida Laurel >0.9 >1
Romero >10.5 >11.1
Canela >3.8 >4.3
Tomillo >2.4 >2.7
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Por medio del anélisis de varianza de un solo factor, combinado con la prueba de
Tukey HSD/Kramer, se determina que existen diferencias significativas (p<0.05) entre
las CIMs y CMBs de los 4 aceites esenciales frente a las 2 bacterias estudiadas (Anexo
2); mostrando una mayor actividad a menor concentracion del aceite esencial de
Laurel, del cual a una concentracion inferior al 2% inhibe el crecimiento de B.
bronchiseptica, y a una concentracion inferior al 1% inhibe el crecimiento de P.
multocida. El aceite esencial de Laurel posee una considerable actividad
antimicrobiana frente a otros organismos de interés, como por ejemplo E. coli,
Salmonella, S. aureus y L. monocytogenes (Thormar, 2010). En contraste, el aceite
esencial de Tomillo fue el que present6 la menor actividad frente a B. bronchiseptica,
y el aceite esencial de romero frente a P. multocida. El aceite esencial de tomillo
presenta unas CIM inferiores al 0.5% para E. coli, S. aureus, C. albicans, C. jejuni y
P. putida (Sakkas and Papadopoulou 2016, Thormar, 2010). Un efecto similar se
observa en el aceite esencial de romero, que presenta CMIs entre el 0.1% al 1% para
organismos como E. coli, S. aureus y C. albicans (Prabuseenivasan et al. 2006,
Thormar, 2010).
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Eficacia antimicrobiana

Para la evaluacion de la eficacia antimicrobiana, se contrasté la respuesta de los aceites
esenciales (CMI) frente al antibidtico gentamicina (160 mg/mL). La tabla 10 muestra
los porcentajes de inhibicion de cada uno de los aceites frente a las bacterias

analizadas.

Tabla 10 Halos de sensibilidad antimicrobiana (mm) de los aceites esenciales Laurel
(L. nobilis), Canela (C. verum), Tomillo (T. vulgaris) y Romero (R. officinalis) sobre
la cepa bacteriana P. multocida ATCC® 12945 TM*

Cepa | Aceite Concentracion| Repeticién Inhibicion | Inhibicion| Promedio | Desv.Est. Geg(t)am;cn;a
bacteriana | esencial P zong (mm)| (%) | inhibicion| Inh (%) 1($)m
0.80% 1 14 42,67
Laurel 0.80% 2 15 4800 | 4089 | 20.89 26
0.80% 3 12 32.00
3.50% 1 13 37.33
Canela 3.50% 2 15 4800 | 37.33 | 1860 24
P. 3.50% 3 11 26.67
multocida 2.10% 1 13 37.33
Tomillo 2.10% 2 13 3733 | 3911 | 19.08 24
2.10% 3 14 42,67
10.30% 1 14 42,67
Romero 10.30% 2 12 3200 | 3378 | 19.25 25
10.30% 3 11 26.67

Los resultados reflejados en la siguiente tabla, demuestran la sensibilidad que tiene la cepa bacteriana P. multocida con cada

uno de los aceites esenciales, observando una mayor y menor sensibilidad.

Fuente: (Autor, 2019)

Tomamos en cuenta que los halos de inhibicion de Laurel (L. nobilis) 15 mm, Canela
(C. verum) 15 mm, Tomillo (T. vulgaris) 14 mm y Romero (R. officinalis) 14 mm
sobre la cepa bacteriana P. multocida, respectivamente a diferentes concentraciones
fueron efectivas contra la mencionada bacteria, siendo la concentracion del aceite
esencial de Laurel (L. nobilis) y Tomillo (T. vulgaris) de 0.8% y 3.5% respectivamente
las més efectivas en las pruebas realizadas, con un porcentaje de inhibicion del 40.89%

y del 39% respectivamente.
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Tabla 11 Para la cepa bacteriana B. bronchiseptica ATCC® 4617 TM* los halos de
inhibicion (mm) de los aceites esenciales Laurel (L. nobilis), Canela (C. verum),
Tomillo (T. vulgaris) y Romero (R. officinalis) fueron los siguientes:

Cepa Aceite Concentracion|Repeticion Inhibicion | Inhibicion | Promedio | Desv.Est. Gfgé;n;ma
bacteriana | esencial zone (mm)| (%) | inhibicion| Inh (%) (mm)
1.80% 1 11 12.82

Laurel 1.80% 2 10 1026 | 1111 | 6.64 45
1.80% 3 10 10.26
6.30% 1 513

Carela | 6.30% 2 7.69 59 3.69 45
B. 6.30% 3 513
bronchiseptica 9.80% 1 10 10.26

Tomillo | 9.80% 2 11 1282 | 1538 | 554 45
9.80% 3 15 23.08
3.30% 1 12 1749

Romero 3.30% 2 14 2332 | 2235 | 853 40.3
3.30% 3 15 26.24

A continuacién, se observan los resultados de los diametros de los halos de inhibicion. Determinando
gue existe una mayor sensibilidad de la capa bacteriana B. bronchiseptica ante el aceite esencial de

Tomillo (T. vulgaris) y Romero (R. officinalis)

Fuente:(Autor, 2019)

Para la cepa bacteriana B. bronchiseptica se mostrd la siguiente actividad
antimicrobiana de los halos de inhibicién: Laurel (L. nobilis) 11 mm, Canela (C.

verum) 9 mm, Tomillo (T. vulgaris) 15 mmy Romero (R. officinalis) 15 mm.

De tal modo que el aceite esencial de Tomillo (T. vulgaris) y Romero (R. officinalis)
con unas concentraciones del 9.8% y 3.3% respectivamente presentaron una mayor
sensibilidad ante la cepa bacteriana de B. bronchiseptica. A concentraciones elevadas
encontramos intoxicaciones severas por via oral como también dafios a nivel de tejido

por via subcutanea (Arteche et al. 1998).

De tal manera se obtuvieron los resultados del aceite esencial de tomillo como
principal agente antimicrobiano como también un antioxidante natural (Kassem et al.
2011).
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Todas las cepas evaluadas presentan actividad antimicrobiana. Sin embargo,
Unicamente el aceite esencial de laurel presenta una notable actividad a una
concentracion inferior al 2% para ambas bacterias. De acuerdo a diferentes autores, se
considera como inefectivo aquellos aceites esenciales que presentan actividad
bioldgica a una concentracion superior al 4% (Bakkali et al. 2008, Hammer et al. 1999,
Thormar 2010). Motivo por el cual, se recomienda continuar con investigaciones
complementarias para el potencial uso del aceite esencial de laurel como

antimicrobiana frente a bacterias como P. multocida y B. bronchiseptica.

Los resultados obtenidos del aceite esencial de tomillo a concentraciones del 5% y
10% sobre la cepa bacteriana Staphylococcus aureus una eficacia antimicrobiana
(Montero et al. 2018). Resultados obtenidos con los del aceite esencial de tomillo a
concentraciones del 10.1% y 10.3% sobre la cepa bacteriana de Bordetella
bronchiseptica, los mismos resultados que tiene similitud en concentraciones y

efectivos con las bacterias antes mencionadas.

El efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela posee un amplio espectro tanto
contra bacterias Gram negativas como también contra bacterias gram positivas. El
efecto del aceite esencial de la canela ha concentraciones del 50%, 70 y 90% poseen
actividad bactericida contra las bacterias del género Salmonella typhimurium (Montero
et al. 2017) y a concentraciones del 7% contra B. bronchiseptica y de 4.3% contra la

bacteria P. multocida.

Resultados obtenidos del aceite esencial de romero sobre la cepa bacteriana de
Escherichia coli fueron del 60% y 80% en la cual a una mayor concentracion presento
un efecto Bactericida sobre dicha bacteria mencionada (Montero et al. 2017). Dicho
aceite esencial a concentraciones inferiores como se menciona de 3.8% sobre la cepa
bacteriana B. bronchiseptica y de 11.1% sobre P. multocida de igual manera poseen

efecto bactericida.

3.2 Verificacion de la Hipotesis

Los aceites esenciales de Laurel (L. nobilis), Canela (C. verum), Tomillo (T. vulgaris)
y Romero (R. officinalis) poseen actividad antimicrobiana a diferentes concentraciones

sobre las cepas bacterianas de P. multocida y B. bronchiseptica.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Evaluamos la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales de Tomillo (T.
vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis) y Laurel (L. nobilis)
sobre cepas bacterianas certificadas de P. multocida y B. bronchiseptica, los
cuales los resultados obtenidos fueron a diferentes concentraciones para cada
una de las cepas bacterianas; los cuatro tipos de aceites esenciales poseen
actividad antimicrobiana determinada por medio de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y una Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Se determin6d la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los aceites
esenciales Tomillo (T. vulgaris) 2.4%, Canela (C. verum) 3.8%, Romero (R.
officinalis) 10.5% y Laurel (L. nobilis) 0.8% sobre la cepa bacteriana P.
multocida y de Tomillo (T. vulgaris) 10.1%, Canela (C. verum) 6.7%, Romero
(R. officinalis) 3.5% y Laurel (L. nobilis) 1.8% para la cepa bacteriana B.
bronchiseptica con la cual concluimos que los 4 tipos de aceites esenciales
tiene la eficacia de inhibir el crecimiento bacteriano probado en este estudio.
Para la Concentracién Minima Bactericida (CMB) los aceites esenciales de
Tomillo (T. vulgaris), Canela (C. verum), Romero (R. officinalis) y Laurel (L.
nobilis) presentaron la concentracion de 2.7%, 4.3%, 11.1% y 1%
respectivamente para la cepa bacteriana P. multocida y de 10.3%, 7%, 3.8% y
2.1% para la cepa bacteriana B. bronchiseptica. Estudio con el cual
determinamos que el aceite esencial de Romero necesita una mayor
concentracion para inhibir el crecimiento de la cepa bacteriana P. multocida y
el aceite esencial de Tomillo para inhibir el creciente de la cepa bacteriana B.
bronchiseptica respectivamente.

Determinamos la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales por medio
del uso de la microplaca de 96 pocillos y siembra en agar Mueller — Hinton
para una mayor facilidad de lectura e interpretacion de resultados obtenidos del

mismo estudio realizado.
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ANEXOS

Anexo 1 Siembra en placa de la Cepa bacteriana B. bronchiseptica

En esta figura muestra la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de Laurel (L. nobilis).

Su concentracion va de 1% para la CMI y 3% para la CMB respectivamente. (macrodiluciones)

Anexo 2 Siembra en placa de la Cepa bacteriana B. bronchiseptica.

Determinacion de las concentraciones del aceite esencial de Romero (R. officinalis) sembradas en
placa. Sus concentraciones fueron de 3 % para la CMI y de 5% para la CMB sobre la cepa bacteriana

B. bronchiseptica. (macrodiluciones)
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Anexo 3 Siembra en placa de la Cepa bacteriana B. bronchiseptica.

En esta figura se muestra la presencia de colonias bacterianas en la concentracion del del aceite
esencial de Canela (C. verum) al 3% pero una ausencia total a la concentracion de 5% determinando

asi la CMB sobre B. bronchiseptica. (macrodiluciones)

Anexo 4 Siembra en placa de la Cepa bacteriana B. bronchiseptica.

Esta figuraindica la Concentracion Minima Inhibitoria del Aceite esencial de Tomillo (T. vulgaris) que

fue de 9%y una Concentracién Minima Bactericida de 12% (macrodiluciones)
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Anexo 5 Siembra en placa de la Cepa bacteriana P. multocida.

En la figura A se muestra la presencia de colonias bacterias en todas sus concentraciones. En la figura
B existe ausencia de colonias bacterianas al 1% sobre la cepa bacteriana P. multocida.

(macrodiluciones)

Anexo 6 Siembra en placa de la Cepa bacteriana P. multocida.

En esta figura se muestra la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial del Canela (C.
verum) 3% y una Concentracion Minima Bactericida al 5% sobre la cepa bacteriana P. multocida.

(macrodiluciones)
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Anexo 7 Siembra en placa de la Cepa bacteriana P. multocida.

En esta figura indica la presencia bacteriana en la concentracién del 12% para determinar asi la CMI
y una ausencia total de colonias bacterianas al 15% para asi determinar la CMB del aceite esencial de

Canela (C. verum) sobre la cepa bacteriana P. multocida. (macrodiluciones)

Anexo 8 Halos de Inhibicion de los aceites esenciales Tomillo (T. vulgaris), Canela
(C. verum), Romero (R. officinalis), Laurel (L. nobilis) sobre cepas bacteriana de P.

multocida

En esta figura nos indica los halos de Inhibicion de los 4 aceites esenciales més el control positivo
Gentamicina 160 mg/ml. Siendo de los aceites esenciales de Canela (C. verum), Laurel (L. nobilis) 15
mm respectivamente para los dos la mayor sensibilidad ante la cepa bacteriana P. multocida.

(macrodiluciones)
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Anexo 9 Halos de Inhibicion de los aceites esenciales Tomillo (T. vulgaris), Canela
(C. verum), Romero (R. officinalis), Laurel (L. nobilis) sobre cepas bacteriana de B.
bronchiseptica.

En esta figura muestra la sensibilidad antimicrobiana. Los aceites esenciales de Tomillo (T. vulgaris),
Romero (R. officinalis), 15 mm respectivamente para cada aceite, nos demuestra una mayor

sensibilidad sobre la cepa bacteriana B. bronchiseptica. (macrodiluciones)
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Anexo 10 Andlisis de Varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos de los aceites esenciales de Tomillo, Canela, Romero y Laurel sobre la

cepa bacteriana de B. bronchiseptica.

ANOVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha 0.05

Group Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
Laurel 2 3.9 1.95 0.045 0.045 0.13919411 1.5635352 2.3364648
Romero 2 7.3 3.65 0.045 0.045 0.13919411 3.2635352 4.0364648
Canela 2 13.7 6.85 0.045 0.045 0.13919411 6.4635352 7.2364648
Tomillo 2 20.4 10.2 0.02 0.02 0.13919411 9.8135352 10.5864648
ANOVA

Sources SS df MS F P value F crit RMSSE Omega Sq
Between Groups 79.66375 3 26.5545833 685.27957  7.066E-06 6.59138212 18.5105317 0.99611809
Within Groups 0.155 4 0.03875
Total 79.81875 7 11.4026786

El resultado del Analisis de Varianza (ANOVA) indica que (p<0.05) tiene un rango mayor al del P valor en la cual se llega a la conclusion de
que hay diferencias significativas entre los aceites esenciales sobre B. bronchiseptica.
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Anexo 11 Prueba de TUKEY HSD/KRAMER de los aceites esenciales Laurel, Canela, Tomillo y Romero

TUKEY HSD/KRAMER alpha 0.05
group mean ss df g-crit
Laurel 1.95 2 0.045
Romero 3.65 2 0.045
Canela 6.85 2 0.045
Tomillo 10.2 2 0.02
8 0.155 4 5.757

Q TEST

group 1 group 2 mean std err g-stat lower upper p-value mean-crit Cohend
Laurel Romero 1.7 0.13919411 12.2131605 0.89865951 2.50134049 0.00343917 0.80134049 8.63600864
Laurel Canela 4.9 0.13919411 35.2026392 4.09865951 5.70134049 6.214E-05 0.80134049 24.8920249
Laurel Tomillo 8.25 0.13919411 59.2697497 7.44865951 9.05134049 8.0437E-06 0.80134049 41.9100419
Romero Canela 3.2 0.13919411 22.9894787 2.39865951 4.00134049 0.00029315 0.80134049 16.2560163
Romero Tomillo 6.55 0.13919411 47.0565891 5.74865951 7.35134049 2.4966E-05 0.80134049 33.2740333
Canela Tomillo 3.35 0.13919411 24.0671105 2.54865951 4.15134049 0.00024424 0.80134049 17.018017

Los resultados obtenidos de la prueba de TUKEY HSD/KRAMER indican que hay diferencias significativas al comparar los aceites esenciales
utilizados en este estudio sobre la cepa bacteriana B. bronchiseptica.
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Anexo 12 Anélisis de Varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos de los aceites esenciales de Tomillo, Canela, Romero y Laurel sobre la

cepa bacteriana de P. multocida.

ANOVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha 0.05

Group Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
Laurel 2 1.9 0.95 0.005 0.005 0.21065374 0.36513144 1.53486856
Romero 2 21.6 10.8 0.18 0.18 0.21065374 10.2151314 11.3848686
Canela 2 8.1 4.05 0.125 0.125 0.21065374 3.46513144 4.63486856
Tomillo 2 5.1 2.55 0.045 0.045 0.21065374 1.96513144 3.13486856
ANOVA

Sources SS df MS F P value F crit RMSSE Omega Sq
Between Groups 112.53375 3 37.51125 422.661972 1.8523E-05 6.59138212 14.5372276 0.99371556
Within Groups 0.355 4 0.08875
Total 112.88875 7 16.1269643

El resultado del Analisis de Varianza (ANOVA) indica que (p<0.05) tiene un rango mayor al del P valor en la cual se llega a la conclusion de
que hay diferencias significativas entre los aceites esenciales sobre P. multocida.
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Anexo 13 Prueba de TUKEY HSD/KRAMER de los aceites esenciales Laurel, Canela, Tomillo y Romero

TUKEY HSD/KRAMER alpha 0.05
group mean sS df g-crit
Laurel 0.95 2 0.005
Romero 10.8 2 0.18
Canela 4.05 2 0.125
Tomillo 2.55 2 0.045
8 0.355 4 5.757

Q TEST

group 1 group 2 mean std err g-stat lower upper p-value mean-crit Cohend
Laurel Romero 9.85 0.21065374 46.7591973 8.63726639 11.0627336 2.5574E-05 1.21273361 33.0637455
Laurel Canela 3.1 0.21065374 14.7160926 1.88726639 4.31273361 0.00168456 1.21273361 10.4058488
Laurel Tomillo 1.6 0.21065374 7.59540261 0.38726639 2.81273361 0.01966052 1.21273361 5.37076069
Romero Canela 6.75 0.21065374 32.0431048 5.53726639 7.96273361 8.3363E-05 1.21273361 22.6578967
Romero Tomillo 8.25 0.21065374 39.1637947 7.03726639 9.46273361 4.5557E-05 1.21273361 27.6929848
Canela Tomillo 1.5 0.21065374 7.12068995 0.28726639 2.71273361 0.02460887 1.21273361 5.03508815

Los resultados obtenidos de la prueba de TUKEY HSD/KRAMER indican que hay diferencias significativas al comparar los aceites esenciales
utilizados en este estudio sobre la cepa bacteriana P. multocida.
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