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RESUMEN

En el &mbito de la salud humana siempre ha sido muy importante el control de plagas
tanto en el cuidado de cultivos como en que llegan a ser uno de los principales factores
de transmisién de enfermedades, llegando a ser la pulga un vector importante para la
transmision y como desencadénate de muchas enfermedades. Debido a este problema
se han creado un sin nimero de insecticidas, que debido al constante y el mal uso han
ido creando pulgas resistentes a los mismos, por este motivo, esta investigacion busca
evaluar la eficacia in vitro del aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) como
control natural de pulgas en caninos domésticos (Canis lupus familiaris). Se colectaron
90 pulgas mediante la técnica de peine fino, las cuales fueron sometidas a diferentes
tratamientos de romero (1%, 2%, 4%, 8%) ademas de testigo positivo (Fipronil) y
negativo (agua destilada). Las pulgas fueron identificadas como Ctenocephalides felis,
basandose en las caracteristicas morfologicas de la cabeza y antenas. Con relacion a la
efectividad del aceite de romero se encontré que la tasa de mortalidad se incrementd
con el aumento de la concentracion. La mayor tasa de mortalidad se obtuvo cuando se
uso aceite esencial de romero a una concentracion de 8%, alcanzando un 50% después
de 1 hora de aplicacion y luego de las 24 y 48 h la mortalidad alcanzo el 100%. Con
base en los resultados, se sugiere hacer evaluaciones de efectividad in vivo para

determinar su inocuidad sobre perros.

Palabras clave: Ctenocephalides felis, pulguicida natural, perros, control natural
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ABSTRACT

In the field of human health, pest control has always been very important both in the
care of crops and in the fact that they become one of the main factors of disease
transmission, with the flea becoming an important vector for the transmission and how
to trigger many diseases. Due to this problem, a countless number of insecticides have
been created, which due to constant and misuse have created fleas resistant to them,
for this reason, this research seeks to evaluate the in vitro effectiveness of rosemary
essential oil (Rosmarinus officinalis ) as a natural control of fleas in domestic canines
(Canis lupus familiaris). 90 fleas were collected using the fine comb technique, which
were subjected to different rosemary treatments (1%, 2%, 4%, 8%) as well as a positive
control (Fipronil) and a negative control (distilled water). The fleas were identified as
Ctenocephalides felis, based on the morphological characteristics of the head and
antennae. In relation to the effectiveness of rosemary oil, it was found that the mortality
rate increased with increasing concentration. The highest mortality rate was obtained
when rosemary essential oil was used at a concentration of 8%, reaching 50% after 1
hour of application and after 24 and 48 hours mortality reached 100%. Based on the
results, it is suggested to carry out in vivo effectiveness evaluations to determine its

safety on dogs.

Keywords: Ctenocephalides felis, natural fleaicide, dogs, natural control
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Los parésitos han estado presentes en la vida del humano desde su aparicion en la
tierra, y han conllevado un sin nimero de enfermedades (Marrero Lisbet, 2010).

Estos son microrganismo que necesitan de un huésped para vivir, el cual afectan
negativamente al mismo, causando infecciones. Las mascotas tanto perros (Canis
lupus familiaris) como gatos (Fels silvestris catus) al estar de forma cotidiana en
nuestra vida se han convertido en la principal fuente de transmision de infecciones

parasitarias (Pefia et al., 2017).

El control de estos parasitos como pulgas, piojos picadores y masticadores,
fleb6tomos, mosquitos y moscas, es importe la prevencion ya que estos causan,
lesiones cutaneas, respuestas inmunopatologicas, puedes ser vias de otras
enfermedades, transmitir enfermedades zoonoticas, y la prevencion de ellos es
importante como forma de control y parte de la manutencién de los animales de
compafiia. (Consejo Europeo para el Control de los Parasitos de Animales de
Compaiiia, 2016).

Estos factores descritos, pueden conllevar varias complicaciones clinicas; las lesiones
pueden causar infecciones secundarias tanto de bacterias como de hongos; las
respuestas inmunologicas se dan debido a la saliva de la pulga la cual es irritante y
alergénica, causando por lo tanto reacciones hipersensibles a la misma, enfermedad
conocida como Dermatitis alérgica por Pulgas (DAP), como vectores de enfermedades
ya que este es un problema mayor en las clinicas; las mascotas infectadas con
ectoparasitos llegan a ser un problema para los propietarios por las molestias que estan
causan; y cuando existe una infestacion grave provoca problemas agravados como
anemia (Consejo Europeo para el Control de los Parasitos de Animales de Compafiia,
2016).

Esta investigacion propone el uso del romero (Rosmarinus ofiicinalis) como
alternativa para los antipulgas que se encuentran en el mercado que no estan disponible

para todo el mundo y tienen un precio mas elevado, entonces se desea buscar una
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alternativa natural con una planta que exista a la mano de todos, que no sea toxico y

sirva como antipulgas.

Esta investigacion es de importancia para los médicos veterinarios ya que ofrece una
alternativa que se puede sugerir en casos de que algin duefio, no pueda acceder a los
antipulgas convencionales que existen en el mercado y quiera tratarlo de una forma
alternativa. Al usar la planta de romero (R. officinalis) como antipulgas, evita la
toxicidad que contienen los insecticidas quimicos que existen en el mercado, lo que
ayuda tanto al duefio como a los animales, evitando problemas dafiinos, por eso es por
lo que en la actualidad se busca ciertas propiedades de las plantas, para combatir

problemas y proteger el bienestar de todos los seres vivos.

Al utilizar técnicas naturales, existe un impacto positivo en el medio ambiente, ya que
reduce la liberacion de pesticidas sintéticos al medio ambiente, lo que conlleva que
haya una disminucion en la contaminacion de productos sintéticos dafinos en el
ambiente, también se combate con la resistencia que otorgan los insecticidas

convencionales por el mal uso, y aporta al mercado otro tipo de pulguicida.

El estudio se realizé bajo condiciones controladas ya que es una manera mas sencilla
de poder controlar los factores externos y que nada modifique los resultados por ello,
el estudio in vitro del aceite esencial de romero como antipulgas es la mejor opcion de

tener los resultados mas veraces.
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MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes Investigativos

La creacién de cosméticos tanto, jabones o lociones a base de plantas se prevé un
aumento progresivo en el uso cotidiano. Ecuador tiene una décima parte de las especies
de plantas que existen en el mundo, por ello en Ecuador se ha recomendado aprovechar

los beneficios de estas plantas (Mosquera, 2015).

El Romero (R. officinalis) es una planta que posee muchas propiedades. Segun Flores-
Villa et al. (2020) las plantas medicinales han cobrado mucha importancia en la salud
humana, siendo el Romero (R. officinalis) una muy importante por sus atributos
biologicos que funcionan tanto como antioxidantes, antimicrobianas, insecticida y

antifungico entre otras.

La utilizacion de romero (R. officinalis) mas alla de poder ser un insecticida natural,
tener actividad microbiana y antifingica puede cumplir el efecto séptico ayuda en la
estimulacion del crecimiento del pelo (Lopez Luengo, 2008) por lo que tiene doble

efecto, pudiéndose usar en dermatitis alérgica por pulgas con alopecia por prurito.

Por este motivo se han encontrado estudios de cosméticos como shampoos gque ayudan
a controlar diferentes enfermedades como la Malassezia globosa, Chavez Almache
(2013) realizo6 un estudio del efecto de un shampoo de romero donde obtuvo un aceite
esencial de romero a partir de hidrodestilacion dando 16 litros de aceite con un
rendimiento de 1.8 %, como resultado teniendo que el shampoo compuesto de varios

expimientes incluido 2 ml de aciete de romero por cada 40 L .

Segun Jacome y Estefania (2019), donde se evalud el efecto antupulgas de un
shampoo a base de romero en diferentes concentraciones, la primera de 10 % vy la
segunda 20 %, donde en unos ejemplares de 30 perros divididos en 3 grupos, 10
respectivamente se clasificaron en T1(10% de romero), T2 (20% de romero),
T3(propoxur 1 %) , antes del trataimento se realiza una prueba de cajon para tener un
registro del numero de pulgas incial, los dias 7, 14, 21, 28 se hicieron conteos con la

tencica de peine fino, dando como resultado que el T2 presento actividad
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antiparasitarias del 100%, el T1 Presento una eficacia del 19.9%, y el T3 presento una

ineficacia como control ectoparasitario.

En un estudio donde se busca ver la eficacia del romero y la salvadora pérsica sobre
las garrapatas (Ixodoidea) jovenes tanto insecticida como repelente, las ninfas de
garrapatas se expusieron a 5 horas de aceite esencial de la hoja de R. officinalis diluido
en acetona a 0,5 y 1 pl/cm?, demostrando efectos positivos y relevantes por parte del
romero como repelente con un porcentaje del 95% (Elmhalli et al., 2019).

En el estudio de Moog et al. (2020) menciona el efecto antipulgas atraves de una dieta
a base de (extractos de tomillo, romero, melisa, fenogreco , ajenjo y limoncillo), donde
se crearon dos grupos A'y B, en el que el grupo A era grupo de control y el grupo B
fue suejto a la dieta mencionada durante 5 meses, realizndo conteo de pulgas apartir
deldia0,eldial4ylosmeses1, 2,3, 4,5 Donde el grupo A demostro un crecimiento
de pulgas constante desde el dia O hasta el curto mes, mientras que el grupo B mostro
un numero estable del crecmiento de pulgas los primeros 30 dias, sin embargo, hubo
una dismucion del numero hasta el quinto mes, por lo tanto se demostro la eficacia del

efecto antipulgas de la dieta de origen vegetal.

Se realiz6 un estudio donde se busco comparar la efectivdad del romero procedente de
Espafia y Argelia sobre la polilla de algarrobo (Ectomyelois ceratoniae) en diferentes
etapas de vida. El romero procedente de espafia presento una efectividad del 78.33%
en huevos , jovenes CL50=3.40mg/ml y adultas un CL50=0.17mg/ml; y el romero de
argelia tiene una efectividad de 60% en huevos, jovenes CL50=4.97mg/ml y adultos
CL50=0.30.Dando como resultado que el romero de las dos regiones es efectivo contra
E. ceratoniae (Adouane et al., 2022)

Un estudio donde se investigaron los aceites esenciales de romero (contra gorgojos del
caupi (Callosobruchus maculatus) en semillas de garbanzo. Se infestaron las semillas
con gorgojos y se fumigaron con concentraciones de 0, 4, 6, 8 y 10 pl/l de aire. Los
resultados mostraron una reduccidn significativa en la longevidad (1-7 dias vs. 2-12
dias), fecundidad (10-48 huevos/10 hembras vs. 437-491 huevos/10 hembras) y
fertilidad (66.67-85.00% vs. 93.75-95.44%), asi como una alta eficacia en la

mortalidad con CL50 de 2.43-5.51 pl/l de aire. Estos hallazgos sugieren gque los aceites
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esenciales de romero pueden ser una alternativa viable y segura a los insecticidas

sintéticos en la gestion de plagas de legumbres almacenadas (Douiri et al., 2014).

En un estudio realizado con las plantas Schinus molle Ky Bulnesia sarmientoi frente
a las garrapatas (Rhipicephalus) expuestas y no expuestas a insecticidas, se demostrd
que en que en las garrapatas no expuestas antes a insecticidas se necesité un 0.1% de
los acietes para el 100% de eficacia, y para las expuestas a insecticidas un 1% (Luns
etal., 2021) , por este motivo Se van a usar conectraciones pequefias para este estudio.

La prueba Probit es utilizada en estudios epidemiologicos para anilizar la probabilidad
o0 el porcentaje que un indivudio se ve afectado por una enfermedad o condicion
especfica, donde para la aplicacion de la misma se busca un numero referencial que se
vaya incrementando exponencialemnte segun en numero de calculos requeridos
(\Vargas, 2003).

1.2. Categorias fundamentales
1.2.1. Romero

Es una planta aromatica, que su nombre deriba de las palabras griegas, rhos: arbusto y
myrinos: aromatico, siendo una descripicion de la planta y la palabra offinalis viene

del significado planta medicinal (Agexport, 2021)

Es un arbusto perennifolio con gran aroma, frondoso y ramificado que llega a medir
de 0.5 -2 mde altura.

» Taxonomia:

Tabla 1. Taxonomia del Romero

REINO Plantae

SUBREINO Viridiplantae
INFRAREINO Streptophyta
SUPERDIVISION Embryophyta
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DIVISION Tracheophyta

SUBDIVISION Spermatophyta
CLASE Magnoliopsidia
SUPERORDEN Asteranae

ORDEN Lamiales

FAMILIA Lamiaceae

GENERO Rosmarinus L
ESPECIE Rosmarinus offcinalis

Fuente: (USDA,2023)

> Habitat

Es comun en las zonas mediterraneas de Europa, norte de Africa y suroeste de Asia,
fue introducida en Latinoamerica en epoca de la Conquista espafiola, ya que eran
utilizadas como plantas medinales. En los paises tropicales o subtropicales llegan a
desarollarse y multipicarse el doble que en su zonas autoctonas ya que existe un clima
constante y no hay epocas de lluvia, pero la calidad si puede variar, ya que en epocas
de sequia, es donde la planta aumenta la producion de acietes esenciales (Agexport,
2021).

» Composicion Quimica y Zona de extraccion.

El romero tiene entre un 0.5 a 2.5% de aceite esencial, en la cual se conforma
amyoritariamente de 1,8-cineol (15-50%), alcanfor (15-25%), a-pineno (10-25%),
canfeno (5.2-8.6%) y borneol (3.2-7.7%) y en un mayor porcentaje se obtiene de las
hojas, parte en la que existe una mayor secrecion de las tricomonas glandulares
(Flores-Villa et al., 2020).
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> Romero como insecticida

La actividad insecticida del romero viene dada por sus principales compuestos a-

pineno, canfeno y alcanfor (Adouane et al., 2022).

El a-pineno vy el alcanfor tienen como actividad biol6gica ser Antimicrobiana,
antiinflamatoria, antioxidante, antifingica, antibacteriana, antiparasitaria, insecticida,
hepatoprotectora, hipoglucémica, hipolipemiante y anticancer, y como uso aplicativo
puede llegar a ser estimulante en el crecimeinto del peces, control de plagas en el
ambito agrario y conservador, asi como el canfeno tiene como actividad biologica
antifungica y como aplicacion se puede usar para el tratmiento de caspa (Flores-Villa
et al., 2020).

1.2.2. Aceite esencial

Cuando se habla de aciete ensencial, se habla de entre el 0.1% al 1 % del peso de la
planta. Estos aceites no tienen una buena solubilidad en agua , normalmente se  les

dosuelve en alcholes o disolventes organicos (Lopez Luegon, 2004).
» Hidrodestilacion

La hidrodestilacion es un metodo de extracion de aciete esencial de plantas muy

antiguo y conocido.

A nivel de laboratorio se usa habitualmente el equipo Clevenger, ya que es el mas
adecuado para determinal el contenido del extracto de aceite de cualquier planta

armoatica (Cerpa Chavez, 2007).
1.2.3. Pulga

La palabra artrépodos viene del griego Arthropoda, «articulacion» y pous, «pie»
constituyen el Phylum mas cuantioso y diverso del reino animal. Por lo que mas del
85 % de las especies animales conocidas son artropodos y se especula que puede haber

un nimero mayor a 30 millones de especies (Carrasco, 2018).

» Ciclo de la pulga
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El ciclo de la pulga se separa en varias fases, el huevo a larva, pupa y adulto. Las
hembras de pulga, estd demostrado que ponen centenas de huevos hasta su muerte, al
tener una estructura pegajosa se adhiere facilmente al pelaje del hospedador, aunque
pueden caer, pero siempre en donde se frecuenta el paso del hospedador, dando como
resultado al 5 dia después de la deposicion de los huevos la eclosion de este (Carrasco,
2018).

LAS PULGAS
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Figura 1. Ciclo de la pulga (Lopez,2014)
» Clasificacion de pulga

La clasificacion de la pulga se divide en dos géneros muy comunes

Ctenocephalides y Pulex, siendo la Ctenocephalides subdividida en Canis y Felis

La Ctenocephalides Canis o también llamada pulga de perro normalmente se

encuentra mas en perros.

La Ctenocephalides Felis o también llamada pulga de gato, afecta frecuentemente

al perro.

La pulex irritans o también llamada pulga del hombre también puede afectar al

perro.

Las 3 especies de pulgas puede llegar a afectar al humano siendo la
Ctenocephalides felis la que se encuentra por eleccién en tanto perro como gatos
(Marrero Lisbet, 2010).
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» Morfologia

La pulga se caracteriza por tener una gran velocidad, y poder realizar grandes
saltos, son insectos de entre 1,5 — 3,3 mm de largo, no poseen alas y son
generalmente oscuras, tienen un sistema especializado para alimentarse de la
sangre de los huéspedes poseyendo una boca con tubos especiales (incisivo-
chupador) para dicha tarea, son delgados y achatados por ambos lados. (Marrero
Lisbet, 2010).
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Figura 2. Partes de la pulga (Marrero Lisbet, 2010)
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general:

e Evaluar la eficacia in vitro del aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis) como control natural de pulgas en caninos domésticos (Canis lupus

familiaris)
1.3.2 Objetivo especifico:

e Determinar la efectividad del aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis) en concentraciones de 1%, 2%, 4% y 8% como antipulgas de

caninos bajo condiciones de laboratorio.

e Identificar taxondmicamente las especies de pulgas presentes en caninos

domeésticos.

e Estimar la DLso del aceite esencial de romero para el control de pulgas

(Ctenocephalides spp.) en caninos domésticos
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1. Ubicacion del estudio

El estudio fue realizado en el laboratorio de Entomologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato (cantdn Cevallos, Provincia de
Tungurahua).

3.2. Tipo de investigacion

El siguiente trabajo de investigacion se llevo a cabo con un enfoque experimental en
donde se busco evaluar la efectividad del aceite de romero (Rosmarinus officinalis) en
diferentes concentraciones, como antipulgas natural en caninos domésticos (Canis
lupus familiaris).

3.3. Equipos y materiales

Tabla 2. Lista de los equipos y materiales usados durante el ensayo

Equipos usados Materiales Requeridos
Microscopio optico Cajas Petri
Destilador por arrastre de vapor Agua Destilada

Botellas ambar

Papel filtro

Probeta Graduada
Pipeta

Peine con cerdas finas
Tina

Sabana blanca
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3.4. Factores de estudio

Dosis del aceite esencial de Romero obtenido por destilacion por arrastre de vapor
Tratamiento 1= 1%

Tratamiento 2= 2%

Tratamiento 3= 4%

Tratamiento 4= 8%

Tratamiento 5= Fipronil (testigo positivo)

Tratamiento 0= Agua destilada (testigo negativo)

Tabla 3. Tratamientos aplicados en la investigacion

Tratamiento Simbologia Descripcion

Tratamiento 1 T1 Aplicacion de aceite de

romero al 1%

Tratamiento 2 T2 Aplicacion de aceite de

romero al 2%

Tratamiento 3 T3 Aplicacion de aceite de

romero al 4%

Tratamiento 4 Ta Aplicacion de aceite de

romero al 8%

Tratamiento 5 Ts Aplicacion de fipronil
Tratamiento 0 To Aplicacion de  agua
destilada
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Se busco comparar la efectividad del aceite de romero en distintos porcentajes donde
se tomo en cuenta un testigo negativo (agua destilada) y uno positivo (fipronil) que ya
este establecido en el mercado actual.

3.5. Manejo de la informacion
3.5.1. Recoleccién del romero

Se recolecto el romero de forma directa de la propiedad de Sr Ramos Milton, en la
ciudad de San Miguel de Salcedo, cortando los tallos y almacenandolo en un recipiente
limpio para la posterior desinfeccion. Para la desinfeccion se us6 una solucion de cloro
al 5% durante 5 min (Cortez Villarroel, 2018).

3.5.2. Recoleccién del ectoparasito

Se obtuvieron mediante la técnica de peine fino, donde se recogeran y seran
almacenados en tubos de ensayo para el experimento, y posteriormente realizar un
muestreo en la efectividad del romero en distintas concentraciones (Heckenberg et al.,
1994).

Figura 3. Extraccion de ectoparasitos por técnica de peine fino
sy
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3.5.3. Identificacién del ectoparasito

En el laboratorio se procedié a recolectar muestras de los individuos, donde estas
muestras se las llevo a laboratorio para mediante la observacion bajo el microscopio
Optico se realice la caracterizacion y la descripcion de las diferencias morfoldgicas que
puedan tener segun el hospedero. Fueron preparadas placas ara la observacion al
microscopio, para lo cual se seleccionaron al azar 10 especimenes que fueron
colocados en un portaobjeto con Liquido de Hoyer y posteriormente fue colocado un
cubreobjeto. Las placas preparadas fueron colocadas en estufa a 40°C durante 5 dias
para su aclaramiento y secado. La identificacion fue hecha con base en comparaciones

morfoldgicas con los diferentes grupos de garrapatas.
3.5.4. Hidrodestilacion

Para la hidrodestilacién se usé el romero que fue sumergido completamente en agua
destilada, donde se comienza la ebullicion con una hornilla, el vapor que suelta pasa a

un condensador donde se obtendra el aceite esencial (Casado Villaverde, 2018).

Figura 4. Extraccion del aceite por arrastre.
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3.5.5. Prueba de la efectividad in vitro del aceite esencial de romero (Rosmarinus

officinalis) sobre Ctenocephalides felis

Para evaluar el efecto del romero in vitro se utilizd la técnica de papel filtro
impregnado, donde existieron 4 grupos donde se impregno el romero en porcentajes
de 1%, 2%, 4%y 8%

Se realizé una impregnacion del papel filtro de la locion con los diferentes porcentajes
y puso dentro de una caja Petri en donde existieron 10 pulgas antes recolectadas en la
técnica de peine fino, se selld la caja Petri, y se tuvo la muestra bajo condiciones de
laboratorio.

Para la actividad insecticida se tomd en cuenta la mortalidad, donde se considerd
muertas las pulgas que no mostraron ningun tipo de movimiento, esto al cabo del h,
24 hy 48 h ( Batista et al., 2016)

3.5.6. Fichaje

Se establecieron tablas donde se anoté la informacion del namero de pulgas sin vida
de cada caja petri, dentrode 1 h, 24 hy 48 h

Tabla 4. Tabla para fichaje de nimero de pulgas muertas

T(x)

Numero de pulgas 1h post | 24h post | 48h post
aplicacion aplicacion aplicacion
N° Pulgas | N° Pulgas | N° Pulgas
Muertas Muertas Muertas

PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO
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3.6. Hipotesis

Ha. La utilizacion in vitro del aceite de romero (Rosmarinus officinalis) es eficaz

contra las pulgas en los caninos domeésticos.
2.7. Variable Respuesta

a) Especie de ectoparasito: Se caracterizara la especie de pulga que se encuentre en los

caninos domésticos.

Los ectoparésitos se recolectaron y se observaron mediante un microscopio para ver

la especie.

b) Tasa de Efectividad: Se midi6 la efectividad del romero como pulguicida en caninos

domeésticos usando una formula estandarizada llamada formula de Abbot.

% de eficacia = (n° medio de pulgas del grupo control — n°® medio de pulgas del grupo
tratado) / n°® medio de pulgas del grupo control x 100 (Freitas et al., 2021)

c)Dosis Letal Media por animal: Se estimé la dosis media para obtener el 50% de
mortalidad en la poblacion bajo estudio (DL50) que es el primer experimento realizado
con un producto nuevo, se obtendra realizando una linea horizontal desde el 50% de
mortalidad hasta llegar a la linea dosis-efecto. Y se toma como referencia la
interseccion, realizando una linea vertical y donde corta se toma como DL50 donde
corta (UGR,2023).

2.8. Disefio experimental

El proyecto esta dirigido a ser un disefio completamente aleatorizado debido a que solo
se evalud una fuente de variacion determinada por el porcentaje del tratamiento de
aceite de romero. La variable mortalidad fue sometida analisis de varianza (ANOVA)
para comprobar el nivel de significancia. Posteriormente fue aplicado una prueba de

medias segln Tukey (p< 0.05) usando el programa estadistico Statistix version 10.0.
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CAPITULO Il
RESULTADO Y DISCUSION
3.1. Eficacia del aceite in vitro

Se demostrd un efecto de la dosis del aceite esencial de romero sobre la mortalidad de
pulgas en perros (Fig. 3). La mayor tasa de mortalidad se obtuvo cuando se uso aceite
esencial de romero a una concentracion de 8%, alcanzando un 50% despueés de 1 hora
de aplicacion y luego de las 24 y 48 h la mortalidad alcanzé el 100%

6.00
5.00 f
4.00

3.00 f

2.00

1.00

Numero promedio de pulgas muertas

0.00 L L !
1h 24h 48 h

Tiempo

== 1% 2% 4% 8% Fipronil Agua destilada

Figura 5. Relacion entre el nimero promedio pulgas muertas-Tiempo del aceite

esencial de romero sobre Ctenocephalides felis

Se detectd un efecto de la concentracion del aceite de romero sobre los ejemplares
adultos de C. felis recolectados de perros domesticos. En el grafico se puede observar
una respuesta de incremento de la mortalidad de la pulga en funcion del aumento de la

concentracion viendo una mortalidad mayor cuanto mas porcentaje esta el tratamiento.
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En la primera horael T1y T2 la media de N° de muertes fue de 6.6 % siendo un valor
no relebante y se acerco al testigo negativo, a las 24h se pudo observar que existié un
incremento en el namero de muertes llegando al 53.33% y 60 % respectivamente,

siendo que este no aumento a las 48 h.

En la primera hora del T3 el porcentaje de N° de muertes fue del 46.66% notablemente
mas eficaz que los tratamientos T1y T2, a las 24h el porcentaje llego al 93.33% de

pulgas muertas, siendo a las 48 h el 100%.

En la primera hora del T4 el porcentaje de namero de muertes fue del 73.33% y a las
24h llego al 100%.

El fipronil tuvo una eficacia del 86.66 % a la primera hora llegando al 100% a las 24h,

donde se puede llegar a comparar la eficacia de los tratamientos 3 y 4 con el fipronil.

En el Tratamiento testigo (agua destilada) en la primera hora no se observo ninguna
muerte a las 24h se observo que existio un 20% de muertes y a las 48 h un 26.66% de

muertes siendo este un dato irrelevante.

Del mismo modo Soutar et al. (2019) realizaron un estudio en el que se encontraron
1385 garrapatas en mantas inmediatamente después del arrastre de la manta, con
diferentes tratamientos aplicados. Las medianas de garrapatas encontradas por arrastre
fueron: DEET: 5.5 (RIC: 11.75), Etanol: 29 (RIC: 24.25), Aceite de orégano: 4 (RIC:
7), Aceite de romero: 11 (RIC: 28), Aceite de menta verde: 2 (RIC: 5), Aceite de
tomillo: 5 (RIC: 7.25).Hubo una diferencia significativa en el nimero de garrapatas
entre los tratamientos Las pruebas post hoc mostraron que se encontraron
significativamente mas garrapatas en mantas tratadas con etanol que en aquellas
tratadas con DEET (P = 0.008), aceite de orégano (P = 0.010) o aceite de menta verde
(P < 0.001). También se encontraron significativamente menos garrapatas en mantas
tratadas con aceite de menta verde que en mantas tratadas con aceite de romero (P =
0.010). Las deméas comparaciones entre tratamientos no fueron significativas (P >

0.05); afirmando que el Romero si tiene un efecto insecticida
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3.2. Identificar taxonémicamente las especies de pulgas presentes en caninos

domésticos

Del total de especimenes de pulgas colectados en perros en Salcedo fueron
identificadas en la especie Ctenocephalides felis basandose en la forma de la cabeza la
cual es ancha, con antenas cortas y 0jos prominentes; mandibulas bien desarrolladas
para alimentarse de sangre de su huésped, tipicamente gatos, perros y ocasionalmente

humanos.

Esto se corresponde con descripciones en trabajos previos en los cuales se sefiala que
la forma ancha de la cabeza de Ctenocephalides feliz, antenas cortas, antenas que son
proporcionales a su tamafio y que cuerpo, ojos grandes y boca desarrollada
caracterizan por ser es una especie pequefia de pulga con un cuerpo lateralmente
comprimido que va entre 1 y 4 milimetros de longitud y varia en color desde marron

oscuro hasta casi negro. (Borge Matute et al., 2023).

Figura 6. Vista lateral de Ctenocephalides felis, encontrada en el experimento
3.3. Estimacion del DL50

En la experimentacion siempre se usa la dosis letal media (DL50) ya que este se lo
realiza en experimentacidn toxicoldgica. Teniendo como concepto que es un indicador

de la dosis que se debe de utilizar para provocar un 50% de las muertes en la poblacion
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a experimentar, siendo siempre bajo condiciones controladas, en laboratorio en este

Caso.

De acuerdo con el analisis del DL50 de la mortalidad producida por los diferentes
tratamientos del aceite de romero en pulgas adultas se probé que el modelo se ajusta a
la siguiente tabla.

6.00 y=0.7524x + 1.0889

5.50 R*=0.8505 e
5.00 ° o e
4.50

4.00 ~
350 e
3.00 o e

2.50 -

500 e

1.50

1.00

0.50

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7

Mortalidad

Concentracion

Figura 7. Dosis letal media del aceite de romero en pulgas bajo condiciones in vitro

De acuerdo con el analisis de regresion para el calculo de la CL50 se obtuvo la
ecuacion y= 0.7524x + 1.0889 (R2= 0.8505) a partir de la cual se estimé la
concentracion letal media, dando como resultado que la CL50 es 1.875%, lo que indica
que con 1.8-1.9 % es la concentracion de romero se puede usar para conseguir la mitad

de la mortalidad de Ctenocephalides felis bajo condiciones de laboratorio.

De acuerdo con Miresmailli (2006) en un estudio para el control de &caros arafa de
dos puntos (Tetranychus urticae), el aceite puro de romero demostré una toxicidad con
un CLso de 13.19 ml/L en estudios de laboratorio. No obstante, su eficacia disminuyd
significativamente después de 24 horas. En estudios de plantas, se determind que el
CL100 para el aceite de romero como tratamiento contra acaros fue de 20 ml/L en
frijoles y 40 ml/L en tomates. Dando resultados viables al romero como efecto

insecticida.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. CONCLUSIONES

Los datos arrojados en la investigacion concluyeron que el aceite de romero da un
efecto positivo ante los ejemplares adultos de Ctenocephalides felis ya que en
condiciones de laboratorio se pudo observar que en las diferentes dosis (1%, 2%, 4%
y 8 %) de aceite de romero existe mortalidad en las pulgas adultas (C. felis) segun se
vaya incrementado la dosis, hasta poder llegar al 100% en el tratamiento 3 y 4 a las 24
h

La concentracion letal media de la presente investigacion es de 1.8% siendo este el
porcentaje de romero que se necesita para provocar la muerte de la mitad de la

poblacion en condiciones controladas

La especie predominante de pulgas que afecta a los perros es Ctenocephalides felis

siendo como en la literatura dice la mas frecuente en aparecer.
4.2. RECOMENDACIONES

Debido a que el aceite de romero demostro ser eficaz a concertaciones idoneas contra
la pulga (C. felis), se sugiere utilizar como alternativa cuando se haya probado otros
pulgicidas del mercado y este no sea eficaz por motivos de resistencia por exposicion

de las pulgas.

También se recomienda hacer una investigaciobn como tratamiento de DAPP
(dermatitis alérgica por pulgas) ya que el romero no solo acuté como antipulgas sino
también ayuda como antioxidante y foliculoestimulante cuando exista alopecia por
DAPP.
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ANEXOS

1.1.Anélisis estadistico de mortalidad

ADEVA
Statistix 10,0
30/6/2024; 23:01:30

Completely Randomized AOV for Primera

Source DF SS MS F
Trat 5 53,1667 10,6333 38,28
Error 12 3,3333 0,2778

Total 17 56,5000

Grand Mean 1,8333 CVv 28,75
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 0,80 0,5705
O'Brien's Test 0,36 0,8690
Brown and Forsythe Test 0,20 0,9563

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Trat 5,0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

Trat Mean
0 0,0000
1 0,3333
2 0,3333
3 2,3333
4 3,6667
5 4,3333
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0,3043
Std Error (Diff of 2 Means) 0,4303

Completely Randomized AOV for Segunda

Source DF SS MS F
Trat 5 39,1111 7,82222 28,16
Error 12 3,3333 0,27778

Total 17 42,4444

Grand Mean 3,5556 CVv 14,82
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2,98 0,0562
O'Brien's Test 1,33 0,3178
Brown and Forsythe Test 1,33 0,3149

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Trat 5,0 M M
Error M
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P
0,0000

3,45185
3,0

P
0,0000



Component of variance for between groups
Effective cell size

Trat Mean
0 1,0000
1 2,6667
2 3,0000
3 4,6667
4 5,0000
5 5,0000
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0,3043
Std Error (Diff of 2 Means) 0,4303

Completely Randomized AOV for Tercera

Source DF SS MS F
Trat 5 34,9444 6,98889 125,80
Error 12 0,06667 0,05556

Total 17 35,6111

Grand Mean 3,7222 CV 6,33
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 4,00 0,0228
O'Brien's Test 1,78 0,1920
Brown and Forsythe Test 1,00 0,4582

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Trat 5,0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

Trat Mean
0 1,3333
1 3,0000
2 3,0000
3 5,0000
4 5,0000
5 5,0000
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0,1361
Std Error (Diff of 2 Means) 0,1925
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2,51481
3,0

0,0000

2,31111
3,0



1.2.Prueba de medias

Statistix 10,0
30/6/2024; 22:57:45

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Primera by Trat

Trat Mean Homogeneous Groups

5 4,3333 A

4 3,6667 AB

3 2,3333 B

1 0,3333 C

2 0,3333 C

0 0,0000 C
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6,103 Critical Value for Comparison
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Segunda by Trat

Trat Mean Homogeneous Groups

4 5,0000 A

5 5,0000 A

3 4,6667 AB

23,0000 BC

1 2,6667 CD

0 1,0000 D
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6,103 Critical Value for Comparison
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Tercera by Trat

Trat Mean Homogeneous Groups

3 5,0000 A

4 5,0000 A

5 5,0000 A

1 3,0000 B

2 3,0000 B

0 1,3333 C
Alpha 0,01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6,103 Critical Value for Comparison
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
Resumen de estadisticos

Statistix 10,0
30/6/2024; 23:02:26

Breakdown for Primera

Variable Level Mean SD SE
Trat 0 0,0000 0,0000 0,0000
Trat 1 0,3333 0,5774 0,3333
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0,4303
1,8572

0,4303
1,8572

0,1925
0,8306



Trat
Trat
Trat
Trat
Overall

Cases Included 18

g w N

0,3333
2,3333
3,6667
4,3333
1,8333

0,5774
0,5774
0,5774
0,5774
1,8231

0,
0,
0,
0,
0,

3333
3333
3333
3333
4297

Missing Cases 0

Breakdown for Segunda

Variable
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat

Overall

Cases Included 18

Level

ad WN P O

Mean
1,0000
2,66607
3,0000
4,6667
5,0000
5,0000
3,5556

SD
1,0000
0,5774
0,0000
0,5774
0,0000
0,0000
1,5801

0,
0,
0,
0,
0,
0,
0,

SE
5774
3333
0000
3333
0000
0000
3724

Missing Cases 0

Breakdown for Tercera

Variable
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat

Overall

Cases Included 18

Level

a s W NP O

Mean
1,3333
3,0000
3,0000
5,0000
5,0000
5,0000
3,7222

SD
0,5774
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
1,4473

0,
0,
0,
0,
0,
0,
0,

SE
3333
0000
0000
0000
0000
0000
3411

Missing Cases 0
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1.3.Fotografias de la experimentacion

Figura 8. Lavado y colocacion del romero en el destilador.

[ |

Figura 9. Recoleccion de aceite de Romero en concentracion madre.
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Figura 10. Elaboracion de tratamientos.
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Figura 11. Recoleccion de pulgas en cajas Petri.
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Figura 13. Cajas Petri con sus respctlvs
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